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Sommaire:
Un mécanisme par lequel p53 pourrait maintenir la stabilité du génome est
l’inhibition de la recombinaison homologue (RH) chromosomique. Cette
hypothèse découle du fait que p53 inhibe la RH dans un plasmide intégré
contenant au moins deux gènes actifs : un gène rapporteur de la RH et un
gène marqueur adjacent. Or, Il a été démontré que deux gènes adjacents
peuvent se réprimer mutuellement, et que p53 réprime l’expression de gènes
rapporteurs. Nous avons donc voulu étudier l’effet de p53 sur la RH en
absence de répression transcriptionnelle. Pour cela, nous avons développé
un nouvel essai de RH où le type et l’orientation des promoteurs permettent
d’éliminer l’interférence/répression transcriptionnelle. Ce plasmide a été
intégré dans les lignées cellulaires humaines MCF-7 et HCT116. Nous avons
exprimé l’oncogène viral HPV16-E6 pour induire la dégradation de p53 dans
les deux lignées cellulaires. Les fréquences et les taux de RH ont été
déterminés pour les cellules exprimant la forme sauvage de p53 et les
cellules exprimant le F6. Nous avons trouvé que les fréquences et les taux de
RH demeurent inchangés après la perte de p53. De plus, lorsque nous avons
stimulé l’induction des cassures chromosomiques par la méganucléase I
SCEI, nous avons remarqué une modulation de la RH par p53, selon le site
d’intégration. Nos résultats indiquent que p53 ne joue aucun rôle direct dans
le contrôle de la RH. Par conséquent, nos résultats vont à l’encontre de
l’hypothèse voulant que p53 inhibe les réarrangements génomiques en
supprimant la RH. Ces résultats suggèrent aussi que la nature de l’essai est
un facteur important pouvant influer sur les résultats obtenus.
Mots clés: Recombainison homologue/p53/interférence
transcriptionnelle/suppression de promoteur/chromatine/effet de position
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Abstract:
It has been proposed that p53 can maintain genomic stability through
inhibition of homologous recombination (HR). Indeed, numerous studies have
demonstrated that p53 can inhibit HR between repeated genes in an
integrated plasmid containing at Ieast 2 active genes: one reporter gene and
one adjacent marker gene. The exact mechanism of this inhibition is not yet
known. However, p53 can modify chromatin structure and repress
transcription. Thus, in this study, we employed a chromosomal assay system
in which the HR reporter gene is unaffected by transcriptionnal interference /
promoter supression by p53. To disrupt p53, we expressed the viral
oncoprotein HPV16-E6 in recombination proficient MCF-7 and HCT116 ceil
unes where the assay plasmid was already integrated. HR frequencies and
rates were determined for both p53 proficient and p53 deficient ceil unes.
Contrary to previous resuits, the HR rates remain unchanged in p53 +1+ and
p53 -I- celis. When we stimulated HR with the meganuclease 1-SCEI, a p53
effect was observed in an integration site dependent manner. Dur resuits
indicate that p53 does not play a direct rote in the control of HR. These
resuits also suggest caution when designing and using HR assay systems,
since it appears to be an important determinant of the outcome.
Key words: Homologous recombination / p53 I transcriptionnal interference I
promoter suppression / chromatin I position effect
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21. Introduction:
1.1 Oncogène, suppresseurs de tumeurs et carcînogenèse
Les cancers se développent en une série d’étapes dans lesquelles une
succession de mutation somatique ou germinale suivi d’un processus de
sélection génèrent des phénotypes favorisant la croissance néoplasique
(Macleod, 2000). Parfois, des mutations germinales permettent d’accélérer le
processus de carcinogenèse et prédisposent aux cancers. Ces mutations,
impliquées dans la tumorigénèse, peuvent se produire dans deux classes de
gènes : les oncogènes et les suppresseurs de tumeurs. Une mutation dans
un oncogène entraîne un gain de fonction stimulant la tumorigénèse, alors
qu’une mutation dans un suppresseur de tumeur entraîne une perte de
fonction stimulant la croissance des néoplasies. L’objet de cette étude
ciblera le suppresseur de tumeur p53
1 .1 .1 Les suppresseurs de tumeur
Les suppresseurs de tumeur ont initialement été identifiés dans les
syndromes héréditaires (Macleod, 2000). En 1971, aux cours d’études sur le
rétinoblastome, Alfred Knudson émet l’hypothèse des deux coups (two-hit
hypothesis) pour le développement du cancer (Knudson, 1971). Cette
hypothèse suggère à nécessité de deux évènements génétiquement
indépendants au niveau du gène Rb pour le développement du
rétinoblastome. Le gène Rb n’a besoin que d’un allèle actif pour réprimer le
développement du rétinoblastome; Rb peut donc être qualifié de suppresseur
de tumeur. À ce jour, plus de vingt suppresseurs de tumeur ont été identifiés
dont Rb, BRCA1, BRCA2, p53, p16, PTEN, APC, etc. Une diminution
3d’expression d’un suppresseur de tumeur, qu’elle soit causée par une
mutation ou par un autre mécanisme (méthylation du gène, dégradation
excessive de la protéine,...) prédispose la cellule affectée à la tumorigénèse.
Il est à noter que certaines mutations dominantes de p53 stimulent la
formation de cancer, dans ces cas, p53 se comporte donc comme un
oncogène.
Les mécanismes par lesquels les gènes suppresseurs de tumeurs
préviennent la progression tumorale, peuvent être classés en trois
catégories 1. les fonctions <f gatekeeper », 2. les fonctions « caretakers », et
3. les fonctions « landscapers ». Ces fonctions ne sont pas exclusives. Les
« gatekeepers» sont impliqués dans l’inhibition de la croissance cellulaire
que ce soit au niveau de l’inhibition de la prolifération, de l’induction de
l’apoptose, de la sénescence, ou dans la différentiation cellulaire. Rb, p53, et
APC sont des exemples de gènes « gatekeepers ». Ceux-ci préviennent la
progression de la croissance de la tumeur, leur perte est une étape limitante
dans le processus de la tumorigénèse, et si l’on restaure leur expression
dans une tumeur, il y a suppression de la néoplasie.
Une deuxième classe importante de suppresseur de tumeur est la
classe des « caretakers ». Ces gènes participent à la prévention de la
tumorigénèse en préservant la stabilité du code génétique. Ces gènes sont
pour la plupart impliqués dans la réparation de l’ADN ou dans la prévention
de la transmission des dommages à l’ADN aux générations cellulaires
subséquentes. La perte d’un «caretaker» entraîne une augmentation du
taux de mutation, haussant ainsi la probabilité d’avoir une mutation dans un
suppresseur de tumeur ou dans un oncogène. MSH2, MLH1, p53, BRCA1,
et BRCA2 sont de bons exemples de « caretakers ». La troisième classe de
suppresseur de tumeur comprend les « landscapers ». Les « landscapers»
sont principalement impliqués dans le maintient du microenvironnement
cellulaire soit en régulant l’expression de protéines de la matrice
extracellulaire, l’expression et la sécrétion de facteurs de survie et de
croissances cellulaires, l’expression de molécules d’adhésion, et finalement
4dans l’expression de protéines de surface cellulaire. La perte d’un
(f landscaper» entraîne la formation d’un microenvironnement favorisant le
développement néoplasique.
À cause de ses implications dans la régulation du cycle cellulaire, et
dans la réparation de l’ADN, le suppresseur de tumeur p53 est à la fois un
« gatekeeper» et un f< caretaker », ce qui lui a valu l’appellation de gardien
du génome.
1.2 p53: le « gatekeeper » ou « caretaker »
Découvert en 1979 lors d’études sur la protéine Grand T du virus SV4O,
p53 a initialement été considérée comme étant un oncogène dû à sa
surexpression dans plusieurs cancers et à sa coopération avec l’oncogène
RAS dans des essais de transformation (Lane and Crawford, 1979; Linzer
and Levine, 1979). Cependant, il a vite été établi que ses activitées de
transformation cellulaire étaient dues à l’utilisation d’une forme mutante de
p53 lors des essais. P53 est donc plutôt un suppresseur de tumeur et non un
oncogène (Baker et al., 1990; Chen et aL, 1990; Eliyahu et al., 1989). Le lien
entre p53 et le cancer a de plus été renforcé par l’étude du syndrome
héréditaire Li-Fraumemi où les patients possèdent un allèle mutant de p53, et
sont prédisposés au cancer (Malkin et al., 1990). Chez l’humain, p53 est
mutée dans approximativement 50 % de tous les cancers (Hollstein et al.,
1991), et l’activité de p53 est défective dans la majorité des cas restants
(Levine, 1997a; Lozano and Elledge, 2000; Vogelstein et al., 2000). Aussi,
les tumeurs p53 déficientes présentent des fréquences élevées d’aberrations
génétiques telles que translocations, amplifications géniques, aneuploidies,
et perte d’hétérozygocité (Bischoff et al., 1990; Livingstone et al., 1992; Yin et
al., 1992).
1.2.1 Structure de p53
5Le gène p53 est localisé au locus 17p13.1, il code pour un facteur de
transcription. Il comporte 11 exons qui produisent un ARNm de 2.2 à 2.5 kb
(Fisher, 2001; Levine, 1997a; Robles et al., 2002; Smith et al., 2003; Wahl
and Carr, 2001). P53 code pour un polypeptide de 393 acides aminés ta. a.)
migrant à 53 kDa sur gel électrophorétique. On peut diviser p53 en 5
domaines, le domaine de transactivation, le domaine proline-riche, le
domaine de liaison à l’ADN, le domaine de tetramérization, et la partie C-
terminale basique (figure 1).
Les premiers 42 a. a. de la partie N-terminale de p53 constituent le
domaine de transactivation. Celui-ci interagit avec plusieurs composantes de
la machinerie de transcription dont la protéine liant la boîte TATA (TBP), et
les composantes du facteur de transcription TFIID ERCC2 et ERCC3, (Ko
and Prives, 1996; Levine, 1997a; Smith et al., 2003). Ces interactions
permettent à p53 de favoriser l’activation et la répression d’une multitude de
gènes, responsable en partie, de la réponse de p53 à divers signaux.
L’activité transcriptionelle de p53 est négativement régulée par MDM2 qui lie
p53 dans sa partie N-terminale (Alarcon-Vargas and Ronai, 2002).
Le domaine riche en proline (a. a. 61-94) contenant les séquences
PXXP (où p désigne les prolines et x n’importe quel acide aminé) est
responsable de la liaison aux molécules contenant un domaine de liaison
SH3. Cette région semble être impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire et
l’induction de l’apoptose (Venot et al., 1998; Walker and Levine, 1996).
La partie centrale de p53 (a.a. 9f-300) contient le domaine de liaison à
l’ADN. Cette partie joue un rôle dans la liaison séquence spécifique de p53 à
l’ADN. Lors de la liaison à l’ADN, le tétramère de p53 reconnaît une
quadruple répétition de la séquence consensus 5’-PuPuPuC(NT)-3’ (Levine,
1997a; Robles et al., 2002). Soulignant l’importance de ce domaine dans la
prévention de la carcinogenèse, 90% des mutations ponctuelles affectant p53
se situent dans cette portion de la protéine (Cho et al., 1994; Hollstein et al.,
1994).
6Dans sa forme native, p53 forme un homotétramère composé de deux
dimères, formant deux feuillets 3 et deux hélices o. Les séquences
responsables de cette tétramétisation sont les résidus 324-355. Les résidus
287-323 forment un joint flexible entre la région centrale et le domaine de
tétramérization (Jeffrey et al., 1995).
En dernier lieu, la partie C-terminale semble permettre la
reconnaissance de dommages à l’ADN en liant l’ADN simple brin (Bakalkin et
al., 1995; Bakalkin et al., 1994), les insertions, les délétion, les
mésappariements (Lee et al., 1995), et les intermédiaires de recombinaison
(Dudenhoffer et al., 1998). Aussi, la perte de cette région inhibe la répression
transcriptionelle p53-dépendante (Ho and Benchimol, 2003a)
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Figure 1. Structure de la protéine p53.
P53 est composé de 393 a.a. La partie N-terminale contient un domaine de
transactivation pouvant lier plusieurs composantes de la machinerie
transcriptionelle. Le domaine SH3 proline-riche, permet la liaison aux
protéines contenant un motif SH3. La partie centrale de p53 Médie la liaison
séquence spécifique à l’ADN. Dans la partie C-terminale on trouve le
domaine de tétramérization ainsi qu’un domaine basique impliqué dans la
répression transcriptionelle.
Liaison séquence
spécifique de lADN
1 42 61 94 97 287 300 323 355 393
81.3 P53 et la transcription
P53 est un facteur de transcription pouvant lier l’ADN et induire
l’activation de la transcription de gènes spécifiques (Ho and Benchimol,
2003a). La séquence consensus reconnue par p53 est constituée de deux
répétitions 5’-PuPuPuC(NT)(NT)GPyPyPy-3’, séparée par O-13 bp.
L’activité trancriptionnelle de p53 semble être d’une importance capitale dans
la régulation de ses activités apoptotiques et du cycle cellulaire. Plusieurs
gènes tels que p27, GADD45, Bax, et 74-3-3a sont régulés par p53 lors de
stress cellulaires.
Contrastant avec la multitude d’études portant sur la transactivation de
gènes par p53, relativement peu d’information est disponible sur les
mécanismes entourant la répression transcriptionelle par p53. En effet,
l’analyse de l’expression globale par micropuces à l’ADN révèle que 85% des
gènes modulés par p53 sont réprimés plutôt qu’activés. P53 peut réprimer la
transcription par trois mécanismes : 1- l’interférence avec des activateurs
transcriptionnels tels que HNF-3 et SPi. 2- L’interférence avec la machinerie
transcriptionelle, notamment pour les promoteurs TATA, en interagissant
avec la protéine liant la boîte TATA (TBP) et certaines TAFs. 3- La
modification de la structure de la chromatine au niveau des promoteurs. Soit
par le recrutement de HDAC par mSin3a ou par d’autres mécanismes encore
inconnus (Ho and Benchimol, 2003a).
Mais comment p53 peut-il « choisir» entre la répression et la
transactivation? Des observations récentes indiquent que l’orientation des
séquences consensus par rapport à elles-mêmes (convergente ou
divergente), ainsi qu’un effet de position, pourrait expliquer ce choix (Cook et
al., 1999a; Johnson et al., 2001).
91.4 Activation de p53
1.4.1 Régulation de p53 en réponse aux dommages à l’ADN
P53 est exprimée à faible niveau dans les cellules de mammifère, et a
une demi-vie de 20-30 minutes (Kubbutat et al., 1998) due à une dégradation
rapide ubiquitine dépendante (Chowdary et al., 1994; Lopes et al., 1997; Maki
et al., 1996). Cette dégradation ce produit lorsque des molécules d’ubiquitine
sont liées à des résidus sérine, ce qui dirige les protéines marquées vers le
protéasome 26S (Ciechanover, 1998). Une protéine qui joue un rôle central
dans la régulation de p53 est MDM2 (HDM2 chez l’humain), celle-ci lie le
domaine de transactivation de p53 et agit en tant qu’ubiquiflne ligase qui
stimule l’ubiquitination de p53 et conséquemment la dégradation par le
complexe du protéasome/26S (Fuchs et al., 1998a; Haupt et al., 1997; Honda
and Yasuda, 2000; Kubbutat et al., 1997). De plus, MDM2 contient des
séquences d’importation et d’exportation nucléaire, ce qui permet le transport
de p53 vers le cytoplasme où elle sera dégradée (Freedman and Levine,
1998; Roth et al., 1998). P53 est aussi régulée par JNK, une kinase activée
par les stress cellulaires (lp and Davis, 1998). Tout comme MDM2, JNK lie
p53 (a.a. 97-116) et stimule sa dégradation ubiquitine dépendante (Adler et
al., 1997; Fuchs et al., 1998b). JNK est aussi capable de stabiliser p53
puisqu’une signalisation par MEKK1/JNK augmente les niveaux de p53 et
diminue la dégradation de p53 par le protéasome (Fuchs et al., 1998c).
L’activation de p53 en réponse aux dommages à l’ADN comporte de
multiples facettes. Des augmentations de la transcription et de la traduction
de p53 ont été caractérisées en réponse aux stress, mais les composantes
qui impliquent une augmentation rapide de l’activité de p53 agissent surtout
par une stabilisation de la protéine et plusieurs modifications post
traductionelles. En réponse à des stress cellulaires, p53 est phosphorylée
sur sa partie N-terminale par plusieurs kinases (Meek, 1998). Cette
phosphorylation empêche la liaison de MDM2 avec p53, ce qui inhibe la
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dégradation de p53 et entraîne sa stabilisation (Chehab et aI., 2000; Hirao et
al., 2000; Sakaguchi et al., 2000; Shieh et al., 2000; Shieh et al., 1999).
ATM, ATR, Chkl, et Chk2 sont les principales kinases impliquées dans la
phosphorylation de p53 en réponse aux dommages à l’ADN, et une perte
d’activité de ces kinases limite sévèrement la réponse de p53 envers les
dommages dus aux radiations ionisantes (RI) et ultraviolettes (UV) (Lakin and
Jackson, 1999). Notons que la phosphorylation de p53 diffère selon le type
d’injure subit.
En réponse à des cassures doubles-brins (CDB5) induites par des RI,
ATM phosphoryle p53 sur le résidu serl5 (Banin et aI., 1998; Canman and
Lim, 1998; Canman et al., 1998). Dans les cellules provenant de patients
ataxia tangiectasia (cellules AT) où ATM est défectif, il y a un retard dans la
stabilisation de p53 associé à une diminution de la phosphorylation de serl5,
provoquant ainsi une résistance aux RI (Canman et aI., 1998; Lavin and
Shiloh, 1996; Shieh et al., 1997; Sillciano et aI., 1997). À l’opposé des RI, les
cellules ATM -I- irradiées aux UV montrent une stabilisation ainsi qu’une
phosphorylation de serl5 normale de p53 (Banin et aI., 1998). L’activation de
p53 par les UV est contrôlée par ATR qui phosphoryle p53 aux sérines 15 et
37 en réponse aux UV (Hall-Jackson et al., 1999; Tibbetts et aI., 1999). ATR
est aussi impliquée dans l’activation tardive de p53 en réponse aux UV et aux
RI (Tibbetts et al., 1999; Wright et aI., 1998).
Deux autres kinases, Chkl et Chk2, sont impliquées dans l’activation de
p53. Ces deux protéines, en réponse à des dommages à l’ADN,
phosphorylent p53 sur le résidu ser2O, ce qui permet sa stabilisation en
provoquant la dissociation des complexes MDM2/p53 (Chehab et aI., 2000;
Hirao et aI., 2002; Shieh et al., 2000). Ces deux kinases sont
différentiellement régulées selon le type de dommages subit. Après une
irradiation aux RI, ATM phosphoryle et active Chk2, alors que Chkl est
phosphorylée et activée par ATR en réponse aux rayons UV (Ahn et al.,
2000; Guo et aI., 2000; Uu et aI., 2000; Matsuoka et aI., 1998; Matsuoka et
aI., 2000; Melchionna et aI., 2000).
11
La phosphorylation de 53 n’est pas l’unique modification post
traductionelle. L’acétylation de la partie C-terminale de p53 par des protéines
tel que p300/CBP et PCAF entraînent, in vitro, une augmentation de la liaison
de p53 à l’ADN de manière séquence spécifique, et par conséquent
augmente son activité transcriptionelle (Gu and Roeder, 1997; Liu et al.,
1999; Sakaguchi et al., 1998). D’autres modifications de p53 tel que la
sumoylation (Gostissa et al., 1999; MuIler et al., 2000; Rodriguez et al.,
1999), la glycosylation, et la ribosylation par PARP (Kumari et al., 1998; Vaziri
et aI., 1997) ont aussi été démontrées comme étant capables d’affecter la
stabilité de p53.
1.5 P53 et les points de contrôle cellulaire
Chez les cellules eucaryotes, des mécanismes ont été mis en place
pour assurer le déroulement et la fidélité d’évènements propres à chaque
phase du cycle cellulaire. Ces mécanismes, appelés points de contrôles
cellulaires, permettent soit l’entrée dans la phase suivante du cycle cellulaire,
soit l’arrêt du cycle (Hartwell and Weinert, 1989). En réponse à des
dommages cellulaires, notamment des dommages à l’ADN, les points de
contrôles activent des voies de signalisations qui empêchent la progression
du cycle cellulaire pour permettre la réparation des dommages (Hartwell and
Kastan, 1994; Kastan et al., 2000; Khanna and Jackson, 2001a; Vogelstein et
al., 2000; Zhou and Elledge, 2000). Ces voies de signalisation peuvent aussi
induire la mort cellulaire programmée (apoptose) lorsque les dommages sont
trop importants. Des erreurs au niveau des points de contrôles cellulaires
peuvent résulter en mutations, aberrations chromosomiques, et aneuploïdies;
évènements pouvant contribuer aux processus de la tumorigénèse
(Paulovich et al., 1997).
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1 .5.1 Arrêt du cycle en Gi /S
Le point de contrôle cellulaire CilS est activé en réponse à des
dommages à l’ADN et a pour but d’empêcher la réplication d’ADN
endommagé. P53 joue un rôle majeur dans l’activation du point de contrôle
GuS en réponse à des dommages à l’ADN. Lors d’un stress génotoxique,
p53 active la transcription de p21, une protéine capable de lier et d’inactiver
les complexes cycline-Cdk (el-Deiry et al., 1993). En inactivant les
complexes cycline-Cdk, p21 provoque l’hypophosphorylation de pRB et la
séquestration de E2F, étapes essentielles pour empêcher la progression du
cycle cellulaire vers la phase S (Sherr and Roberts, 1995). Lorsque p21 est
absent, des cellules p53 positives ne peuvent bloquer le cycle cellulaire en
GuS en réponse à des dommages à l’ADN, confirmant ainsi rôle essentiel de
p21 dans la réponse p53-dépendante aux dommages à l’ADN (Brugarolas et
al., 1995; Deng et al., 1995; Waldman et al., 1995).
1.5.2 Phase S
L’arrêt du cycle cellulaire en phase S sert principalement à empêcher la
fixation de mutation par la synthèse d’ADN. La participation de p53 dans ce
point de contrôle peut se faire par l’intermédiaire de p21 qui peut lier PCNA et
empêcher l’étape d’élongation de la synthèse d’ADN (Waga et al., 1994;
Waga and Stillman, 1998). P53 semble aussi avoir la capacité d’arrêter la
cellule en S par d’autres mécanismes encore inconnus (Agarwal et al., 1998;
Shimura et al., 2002a; Shimura et al., 2002b)
1.5.3 Point de contrôle G2
P53 et son effecteur p21 peuvent agir sur le point de contrôle G2 en
permettant le maintient de l’arrêt en G2 en réponse à des dommages à
l’ADN, puisqu’en absence de ces protéines, la cellule procède vers la mitose
plus rapidement (Bunz et al., 1998). P53 peut aussi provoquer un arrêt du
cycle cellulaire en G2 en réprimant l’expression de la cycline Bi et de Cdc2,
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deux protéines essentielles à la progression du cycle cellulaire (Flatt et al.,
2000; Taylor et al., 1999). De plus, p21 est capable d’inhiber l’activité des
cyclines complexes B1-Cdc2, probablement en liant le complexe tel que
démontré in vitro (Harper et al., 1993; Innocente et al., 1999). Enfin, p53 peut
augmenter la transcription de 14-3-3a et de GADD45, deux protéines
capables d’inactiver les complexes cyclineBl-Cdc2 (Chan et aI., 1999; Wang
et al., 1999; Zhan et al., 1999).
1.5.4 P53 et l’apoptose
L’arrêt du cycle cellulaire induit par p53 permet à la cellule de réparer
les dommages afin de poursuivre son cycle sans encombre. Mais lorsque les
dommages sont trop importants, p53 peut aussi induire la mort cellulaire
programmé ou apoptose (Bennett et al., 1998; Fisher, 2001; Lane et al.,
1994; Oren, 2003; Sionov and Haupt, 1999).
En premier lieu, p53 peut induire l’apoptose en activant l’expression de
gènes pro-apoptotiques tels que IGF-1BP3, Fas, et Bax. P53 peut aussi
induire l’apoptose en inhibant l’expression de protéines anti-apoptotique dont
Bd-2 ou en bloquant la signalisation de survie cellulaire en inhibant
l’expression de récepteurs tels que 1G F-1 R.
Nonobstant le rôle important de la transactivation dans l’apoptose p53-
dépendante, p53 peut aussi activer l’apoptose par des mécanismes
indépendants de son activité de transactivation. En effet, une fraction de p53
activée transloque à la mitochondrie, ce qui permet d’induire l’apoptose par le
relâchement du cytochrome c (Mihara et al., 2003).
1 .5.5 Phénotypes associés à une déficience en p53
Dans le but d’évaluer le rôle de p53 dans la tumorigénèse, l’étude du
dysfonctionnement de p53 a été faite chez l’humain en étudiant la génétique
humaine, et lors d’études in vivo en laboratoire.
14
Chez l’humain, les mutations dans le gène p53 sont les altérations
génétiques les plus fréquemment retrouvées dans les cancers (Frebourg and
Friend, 1992). En effet, tel que mentionné précédemment, la majorité des
cancers chez l’humain présentent un dysfonctionnement de p53. Une
maladie associée à une dysfonçtion de p53 est le syndrome de Li Fraumeni.
Ce syndrome se caractérise par une incidence élevée de cancers, en
particulier de sarcomes, ostéosarcomes, cancers du sein, cancers du
cerveau, leucémies, et de carcinome adrenocortical. De plus, l’étude de
fribloblastes Li Fraumeni montre une fréquence très élevée d’aberrations
chromosomiques et génétiques (Eyfjord et al., 1995).
Pour confirmer les observations chez l’humain, des formes
dysfonctionnelles de p53 ont été introduites chez la souris. L’introduction
dans des souris p53 +1+, d’allèles dominants négatifs différents de la forme
sauvage par des substitutions p53 193Arg > Pro et 135Ala > Val, présentent
une incidence de cancer de 20 ¾. De plus, malgré une expression
généralisée du transgène, il semble que la fréquence d’apparition de tumeurs
varie d’un tissu à l’autre, avec une préférence pour les ostéosarcomes, les
lymphomes, et les adénocarcinomes pulmonaires (Lavigueur et al., 1989).
Pour étudier l’effet de l’absence de p53 sur la tumorigénèse, diverses
stratégies ont été utilisées pour éliminer p53 par recombinaison homologue
(Donehower et al., 1992; Gondo et al., 1994; Jacks et al., 1994; Purdie et al.,
1994). Les souris p53 -I- issues de ces stratégies ne possèdent pas d’ARNm
ni de protéines détectables. Elles sont viables, mais ont une fréquence
élevée de tumeurs spontanées. À l’instar des souris transgéniques
présentant un allèle p53 dominant négatif, 75 % des souris p53 -I
développent des tumeurs, principalement des sarcomes et de lymphomes,
dans les 6 premiers mois de leur vie, et 100 ¾ des souris ont des tumeurs ou
sont mortes avant 10 mois. Pour les souris p53 +1-, 50 ¾ des hétérozygotes
développent des tumeurs avant l’âge de 18 mois, et 90 % ont des tumeurs ou
sont mortes avant l’âge de 2 ans. De plus, il a été démontré que chez les
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souris p53 +1-, une réduction du dosage de p53 augmentait les risques de
tumorigénèse.
En plus d’être prédisposées au développement spontané de tumeurs,
les souris p53, l’irradiation de souris p53 -I- par des rayons ultraviolets stimule
fortement la formation de cancers de la peau, 100 ¾ des souris développent
des tumeurs avant 16 semaines, tandis qu’aucune des souris p53 +1+ n’ont
développées de tumeurs à 17 semaines post irradiation (Jiang et al., 1999; Li
et al., 1998). Lorsque traitées aux radiations ionisantes (RI), des souris,
exprimant un p53 dominant négatif ou ayant perdu leurs p53 par
recombinaison homologue, développent rapidement des sarcomes et des
lymphomes (Gurley et al., 1998; Lee et al., 1994). De plus, ces souris
présentent une accumulation 2 fois plus élevée de cassures double-brins de
l’ADN induites par les RI que les souris exprimant la forme sauvage de p53.
D’ailleurs, des cellules extraites de souris p53-!- exposées à des RI ont une
fréquence élevée d’aberrations génétiques à la fois interchromosomique et
intrachromosomique, comparativement à des souris p53 +1+ (Bouffler et al.,
1995; Liang et al., 2002; Wang et al., 1996).
Dans le but d’évaluer le rôle de p53 dans la réponse à des agents
génotoxiques et dans le maintien de la stabilité du génome, des études ont
été faites sur des cultures primaires et des lignées cellulaires, traitées avec
des agents génotoxiques. Chez les fibroblastes provenant de souris dont
p53 a été inactivée, il y a une apparition rapide d’anomalies chromosomiques
pour les cellules homozygotes, alors que l’apparition de ces anomalies est
plus lente pour les cellules hétérozygotes (Harvey et al., 1993). Les cellules,
extraites de différents organes de jeune souris p53 -I- (4-6 semaines),
présentent une augmentation des aneuploïdies, amplifications géniques, et
amplifications de centrosomes (Fukasawa et aI., 1997). Enfin, l’instabilité
p53-dépendante semble être impliquée dans le mécanisme de perte
d’hétérozygotie. Des fibroblastes provenant de souris p53 -I-, et présentant
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des délétions chromosomiques, duplications chromosomiques et perte de
chromosomes, montrent une fréquence trois fois supérieure de perte
d’hétérozygocité au locus de l’Apd (adénine phosphoribosyltrasferase) (Shao
et aI., 2000).
1.6 P53 et la réparation de l’ADN
P53 peut aussi prévenir l’accumulation de dommages en modulant
certains mécanismes de réparation de l’ADN. En réponse à des stress
génotoxiques, p53 peut s’impliquer dans la réparation de l’ADN par divers
mécanismes, dont la transactivation de gènes impliqués dans la réparation
de l’ADN et l’interaction directe avec des composantes des voies de
réparation (Janus et al., 1999).
1.6.1 P53 et la réparation ar excision de nucléotide
Les cellules procaryotes ainsi qu’eucaryotes sont équipées de plusieurs
mécanismes de réparation de l’ADN pouvant éliminer une grande variété de
lésions à l’ADN incluant les cassures simple-brin, les bases endommagées et
les « crosslinks » de l’ADN. Parmis ces mécanismes, la réparation de
dommages par excision de nucléotide (NER) permet l’élimination d’une
multitude de lésions, dont les dimères de cyclobutane pyrimidine (CPD) et les
photoproduits pyrimidine 6—4 pyrimidone induites par les UV, et les
cyclopurines et autres lésions induites par une variété de produits chimiques
dont l’aflatoxinBl et le benzo[aJpyrène (van Hoffen et al., 2003). Notons que
le NER peut se subdiviser en deux mécanismes distincts la réparation par
excision de nucléotide globale (GNER) et l’excision de nucléotide couplée à
la transcription (TCNER). Le NER procède par une série d’étapes qui sont
les suivantes 1) la détection des lésions, 2) la formation d’une incision
simple-brin de chaque côté de la lésion, 3) l’excision de l’ADN simple-brin
contenant la lésion, 4) synthèse d’ADN pour remplir l’espace simple-brin, et
5) une étape de ligation pour refermer la coupure simple-brin. Là où les deux
sous-mécanismes diffèrent, est dans la reconnaissance des dommages. En
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effet, le GNER agit autant dans l’euchromatine que dans l’hétérochromatine,
et il peut réparer autant les brins transcrits que non transcrits; alors que le
TCNER est spécifique aux brins transcrits.
Les cellules p53 déficientes sont plus sensibles aux rayons UV que des
cellules p53 normales. Cette sensibilité est en partie causée par une
défectuosité dans la réparation des dommages causés par les UV (Ford and
Hanawalt, 1997; Smith et al., 1995). Est-ce que l’inactivation de p53 se
traduit par une défectuosité dans le GNER, ou dans le TONER? Il a été
démontré que p53 est requis pour enlever les CPD5 du brin non transcrit du
gène DHFR, alors que la réparation du brin transcrit n’était pas affectée par
p53 (Ford and Hanawalt, 1995; Ford and Hanawalt, 1997; Wang et al., 1995).
0es évidences semblent impliquer p53 dans le GNER mais pas dans le
TONER puisque la fréquence de réparation du brin transcrit n’était pas
affectée par p53. Cependant, d’autres évidences obtenu avec un essai
similaire et utilisant le POR médié par la ligation (ligation mediated PCR), ont
montrée que p53 était impliqué non seulement dans le GNER, mais aussi
dans le TONER (Therrien et al., 1999).
P53 peut agir sur le NER de différentes manières. En premier lieu, p53
régule spécifiquement la transcription de p48XPE et de XPB (Amundson et
al., 2000; Hwang et al., 1999). P53 régule aussi Gadd45, une protéine
capable de lier les dommages à l’ADN induits par les UV, et qui, lorsque
absente, semble induire des défauts dans la réparation par NER (Carrier et
al., 1999; Hollander et al., 2001; Smith et al., 2000). Deuxièmement, p53
interagit avec plusieurs protéines impliquées dans le NER, dont RPA, XPB,
XPC, TFIIH, et CSB (Ooverley et al., 1991; Dutta et al., 1993; Wang et al.,
1995). En troisième lieu, p53 peut stimuler le NER en agissant comme
facteur d’accessibilité de la chromatine(Rubbi and Milner, 2003a). En effet,
en réponse à des dommages induits par des UV, p53 induit l’acétylation des
histones H3 et provoque une relaxation globale de la chromatine, donnant
ainsi accès à la machinerie de réparation aux sites de dommages.
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1 .6.2 P53 et la réparation par excision de bases (BER)
Un autre type de dommage induit par les UV, les RI et le MMS entre autres,
est I’alkylation de la position N7 des résidus guanines et la désamination
d’une cytosine pour donner un uracile (Seeberg et aI., 1995). Ces bases
endommagées sont excisées par une série de protéines, notamment des
glycosylases spécifiques aux types de dommages, une AP endonucléase
(HAPJ), l’ADN polymérase 3, XRCC1, et soit la ligase III ou la ligase I.
Malgré un manque de connaissance sur les mécanismes impliqués, p53
semble aussi être impliqué dans le BER, puisqu’il stimule celui-ci et que des
cellules p53-déficientes, sont aussi BER déficiente (Offer et al., 2001a; Offer
et al., 2001 b; Zhou et al., 2001).
1.7 Réparation des cassures double-brins
La forme la plus létale de dommage à l’ADN est la cassure double-brins
(CDB). Lorsque non réparées, les CDBs sont une cause importante
d’aberrations chromosomiques pouvant entraîner la mort cellulaire ou la
tumorigénèse. Les CDBs peuvent être causées par les RI, par des agents
chimiques imitant les RI, par la rencontre entre la fourche de réplication et
une cassure simple-brin, et par des protéines spécifiques lors de la méiose
(Haber, 2000; Karran, 2000)). Différents mécanismes sont utilisés par les
cellules pour réparer les CDBs.
1.7.1 La recombinaison illégitime f< non-homologous end
joining »
La recombinaison illégitime (NHEJ) est un mécanisme important dans la
réparation des CDBs (Lieber et aI., 2003), ainsi que lors de la recombinaison
V(D)J et dans les réarrangements des immunoglobulines. Le NHEJ se
produit par une action limitée de nucléases sur les extrémités, suivie par un
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appariement et la ligation des deux extrémités. Le NHEJ est assuré par la
ligase IV, XRCC1, WRN, et le complexe de la protéine kinases ADN
dépendante (DNA-PK). . Le complexe de la DNA-PK est composé de Ku70
et de Ku80, deux protéines aussi impliquées dans le maintien des télomères,
ainsi que la sous-unité catalytique DNA-PKc. Lors d’une 0DB, un
hétérodimère de Ku70 et de Ku80 lie les bouts d’ADN et recrute le complexe
ligase lV-XRCC4 pour permettre la ligation des deux bouts. Le complexe Ku
facilite aussi le recrutement de DNA-PKc au niveau de la cassure et complète
la formation du complexe DNA-PK fonctionnel. La protéine WRN est
probablement aussi impliquée dans le NHEJ. En effet, WRN forme un
complexe avec les DNAPKcs et Ku, et semble être inpliquée dans le
déplacement des DNA-PKCs des extrémités de l’ADN (Li and Comai, 2002).
Aussi, certaines évidences montrent une implication du complexe RAD5O-
MRE11-NBS1 dans le NHEJ. Ce complexe possède des activités hélicase et
exonucléase suggérant un rôle dans le traitement des CDBs avant la
réparation par le NHEJ. La perte du NHEJ entraîne une augmentation du
nombre de cassure chromosomique, la formation de réarrangements
chromosomiques, et une augmentation de la tumorigénèse. Néanmoins, le
processus de NHEJ n’est pas parfait. En effet, le NHEJ s’accompagne
souvent de délétion/insertion de quelques nucléotides, ce qui peut entraîner
des mutations nuisibles lorsque effectué dans une séquence régulatrice ou
codante. Ainsi, lorsqu’il y a plusieurs cassures présentes simultanément
dans une cellule, le NHEJ peut provoquer des aberrations chromosomiques
en joignant les bouts de deux CDBs. Cet évènement peut provoquer des
inversions ou des délétions lorsque les cassures sont sur le même
chromosome, ou des translocations lorsque les cassures sont sur deux
chromosomes différents (Khanna and Jackson, 2001a).
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1 .7.2 La recombinaison homologue non conservative ou
« single-strand annealing >
Un second mécanisme de réparation des CDB5 est l’appariement
simple-brin ou « single-strand annealing » (SSA) (Belmaaza and Chartrand,
1994; Haber, 2000; Karran, 2000). À l’instar du NHEJ qui ne requiert peu ou
pas d’homologie entre les deux bouts à joindre, le SSA utilise l’homologie
entre les deux extrémités de la cassure pour régénérer un brin continu
d’ADN. Lors d’une CDB, les parties 5’ des deux bouts de la cassure sont
dégradés par des nucléases pour révéler des séquences complémentaires
qui pourront par la suite s’apparier (figure 2). Ce mécanisme de réparation
est considéré comme non-conservatif puisqu’il provoque des délétions entre
des séquences répétitives. La phase de digestion est médiée par le
complexe protéique NBSI/MRE11/RAD5O. Par la suite, Rad52 catalyse
l’appariement des deux brins d’ADN. Finalement la coupure des queues 3’
simple-brin non homologues est faite par les endonucléases XPF/ERCC1 et
requiert la présence de Msh2 et Msh3 pour stabiliser les queues.
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Figure 2. Modèle de l’appariement simple-brin (SSA)
Le SSA est initié lorsqu’une CDB se produit entre deux séquences
homologues en répétition directe (A). Une région simple-brin est formée par
digestion nucléolytique et s’étend jusqu’aux séquences répétées, permettant
alors l’appariement entre les séquences homologues (B). Suite à
l’appariement, les queues simple-brin formées sont stabilisées et clivées (C),
ce qui permettra à une ligase de souder les deux brins d’ADN et refermer
ainsi la cassure (D).
22
1.8 La recombinaison homologue conservative
Le troisième type de réparation des cassures double-brins est la
recombinaison homologue (HR). Ce mécanisme dépend d’un second duplex
d’ADN homologue à la séquence contenant la CDB. La RH a principalement
été étudiée chez les bactéries et les levures, mais il apparaît maintenant clair
que cette voie de réparation est fortement conservée chez tous les
organismes (Belmaaza and Chartrand, 1994; Cromie et al., 2001; Haber,
2000; Sonoda et al., 2001; van Gent et al., 2001a). Chez ces organismes, la
recombinaison homologue peut se produire entre deux types de substrats.
La recombinaison allélique est l’échange de matériel génétique entre deux
chromatides soeurs ou entre des chromosomes homologues. Ce type de
recombinaison joue un rôle majeur dans le maintien de la stabilité du génome
en permettant la réparation des CDBs durant la mitose (Morrison et al.,
2003). La recombinaison ectopique se produit entre séquences homologues
non alléliques (entre séquences répétitives par exemple). Ce type de RH doit
être fortement régulé étant donné les risques accrus d’aberrations
chromosomiques (Cooper et al., 1998; Liefshitz et al., 1995; Yoshida et al.,
2003).
L’analyse de mutants sensibles aux RI chez la levure a permis
d’identifier plusieurs gènes jouant des rôles importants dans la RH : RAD5O,
RAD57, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 et XRS2 (NBSI
chez l’homme). Chez les mammifères, on retrouve des homologues de tous
ces facteurs (Wood et aI., 2001). Notons que la recombinaison homologue
peut être initiée autant par les cassures double-brins (figure 3) que simple
brin (figure 4). Tout comme pour le SSA et le NHEJ, la première étape dans
la recombinaison homologue implique la digestion nucléolytique 5-3’ RadSO
Mrell-Nbsl dépendante de la CDB. Par la suite, la queue 3’ simple-brin est
reconnue par la recombinase Rad5l qui la lie. Ce processus est largement
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Fïgure 3. Recombinaison homologue chez tes mammifères.
Le principal modèle de recombinaison homologue, appelé « One-sided
invasion », est initié par une cassure double-brins (A). La dégradation des
extrémités 5’ par des exonucléases permet d’exposer les extrémités 3’. Par
la suite, une des extrémités 3’ va envahir le duplex homologue
complémentaire et provoquer la formation d’un « D-loop » (B). La synthèse
d’ADN est alors amorcée à partir des deux extrémités 3’ (B). Ensuite,
l’intermédiaire de recombinaison peut-être résolue de trois façons. En
premier lieu, le brin 3’ ayant participé à l’invasion peut-être libéré avec l’aide
d’hélicases et aller se liguer à l’extrémité 5’ libre, formant ainsi une
conversion génique ou non crossover (C). La résolution peut aussi se faire
par la coupure du « D-loop » qui va aller s’apparier à l’extrémité de la cassure
n’ayant pas participée à l’invasion. Enfin, il y a ligation des extrémités
générées et la formation d’une jonction de Holliday (D). Cette jonction de
Holliday sera résolue en conversion génique (E) ou en crossover (F).
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Figure 4. Modèle de Meselson et Radding.
Ce modèle de RH présume que l’initiation de la RH se fait par une cassure
simple-brin (A). L’extrémité 3’ générée par la cassure amorce la synthèse
d’ADN, alors que l’extrémité 5’ envahit le duplexe homologue et provoque la
formation d’une boucle « D-loop » (B). La dégradation du f< D-loop » par des
nucléases suivi de la ligation des extrémités entraîne la formation de la
jonction de Holliday (C). La résolution de la jonction de Holliday (D) peut
former soit des crossovers (E) ou des conversion géniques (F).
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dépendant des protéines Rad52, Rad54, et la « replication protein A>) ou
RPA. Le filament nucléoprotéique contenant Rad5J part alors à la recherche
d’un partenaire homologue, et lorsque celui-ci a été trouvé, Rad5l catalyse le
processus d’invasion du brin 3’ sur le partenaire homologue intact, déplacent
ainsi un brin sous forme de « D-loop », formant ainsi un hétéroduplexe
d’ADN. Le brin 3’ subit alors une étape de polymérisation où de l’information
génétique est copiée du partenaire intact par une ADN polymérase. Par la
suite, des hélicases provoquent le relâchement du brin 3’ nouvellement
synthétisé, permettant à celui-ci de s’apparier à l’extrémité de la cassure
n’ayant pas participée à l’invasion (figure 3c) (Belmaaza and Chartrand,
1994). Enfin, le brin 3’ est religaturé par la DNA ligase I pour refermer la CDB.
Ce type d’évènement s’appelle conversion génique ou non crossover. Il se
peut aussi qu’une partie du D-loop soit clivé et qu’elle se ligue à l’extrémité 3’
n’ayant pas participée à l’invasion, entraînant ainsi la formation d’une jonction
de Holliday (figure 3d). Cette jonction peut se résoudre de deux manières
en conversion génique (figure 3e) ou en crossover (figure 3f). Lorsque la
recombinaison se produit entre séquences répétitives, les crossovers
engendreraient des délétions et des inversions, et lorsque la RH est
interchromosomique, les crossovers entraîneraient des translocations. Chez
les mammifères, la grande majorité des évènements se produisent par
conversion génique, ce qui permet la préservation de la stabilité génétique
(Johnson and Jasin, 2000).
Deux protéines ont été proposées comme candidate dans le
déroulement de l’hétéroduplexe et dans la résolution des jonctions de
Holliday, les hélicases de type ReqQ: BLM (Bloom’s syndrome helicase) et
WRN (Werner Syndrome protein) (Karow et al., 2000; Saintigny et al., 2002;
van Brabant et al., 2000; Wu and Hickson, 2003; Yang et al., 2002). BLM
interagit aussi avec Rad5l et semble avoir des activités antirecombinaison
(Onclercq-Delic et al., 2003; Wu et al., 2001; Yamagata et al., 1998), alors
que WRN interagit avec Rad52 et inhibe aussi la recombinaison (Baynton et
al., 2003; Yamagata et al., 1998).
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D’autres protéines sont aussi impliquées dans la RH, parmi celles-ci, on
retrouve les protéines de susceptibilité au cancer du sein, BRCA1 et BRCA2
(Scully and Livingston, 2000; Venkitaraman, 2001; Welcsh et al., 2000). En
plus d’être accompagnée d’une diminution importante de l’efficacité de la
réparation de dommages à l’ADN, une perte de fonction de BRCA1 ou de
BRCA2 entraîne une augmentation des mécanismes de réparation par
homologies provoquant des erreurs, lorsque la réparation se fait entre
séquences répétitives (Moynahan et al., 1999; Moynahan et al., 2001;
Snouwaert et al., 1999; Tutt et al., 2001; Xia et al., 2001). Un mécanisme par
lequel BRCA2 peut affecter la recombinaison homologue, est par l’interaction
de son motif BRC et la recombinase Rad5l. En effet, il a été démontré que
BRCA2 affecte directement la localisation nucléaire de Rad5l, sa capacité
d’interagir avec l’ADN, et sa capacité de former des foyers nucléaires en
réponse à des dommages à l’ADN (Chen et al., 1999; Davies et al., 2001;
Scully and Livingston, 2000; Yuan et al., 1999). Dans le cas de BRCA1, sa
présence dans des complexes de remodelage de la chromatine et dans la
transcription, nous permet de croire qu’il peut affecter la RH en modifiant la
structure de la chromatine aux sites de CDBs. BRCA1 peut aussi induire
l’expression de protéines impliquées dans la réponse aux dommages à l’ADN
(Bochar et al., 2000; Scully et al., 199f).
La protéine de réparation des « mismatch » MSH2 a aussi été
impliquée dans le contrôle de la RH. Il a été proposé qu’elle agissait dans le
contrôle de la fidélité de la RH en inhibant l’étape d’invasion entre des
séquences divergentes (Modrich and Lahue, 1996). MSH2 est aussi capable
de reconnaître les intermédiaires de recombinaison tels que les jonctions de
Holliday (Alani et al., 1997; Marsischky et al., 1999), et les « mismatch»
pouvant être présents dans les hétéroduplexes (Dudenhoffer et al., 1998),
ainsi que la terminaison de la réparation des CDBs par conversion génique
(Villemure et al., 2003)
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1.9 P53 et recombinaison homologue
Les études sur les activités biochimiques de p53 ont éveillé les
soupçons concernant une potentielle impUcation de p53 dans la
recombinaison. P53, en tant que protéine liant l’ADN, est capable de lier in
vitro et de manière séquence non-spécifique, les intermédiaires de
recombinaison tels que les « mismatch », les hétéroduplexes contenant des
«mismatch », et les jonctions de Holliday (Dudenhoffer et al., 1998; Janz et
al., 2002a; Lee et al., 1997; Mummenbrauer et al., 1996; Prabhu et al., 2002;
Skalski et al., 2000). Aussi, il a été démontré que p53 possède in vitro une
activité exonucléase 5’-3’, activité pouvant être stimulé en présence de
«mismatch» (Mummenbrauer et al., 1996; Skalski et al., 2000). Cette
activité aurait présumément un rôle dans la reconnaissance et la dégradation
des hétéroduplexes mésappariés.
1 .9.1 P53, interactions protéiQues et recombinaison
P53 interagit avec plusieurs protéines impliquées dans la recombinaison
homologue. In vitro, p53 a la capacité de lier et d’inhiber l’activité de fa
recombinase Rad51 (Buchhop et al., 1997; Linke et al., 2003; Sturzbecher et
al., 1996a). L’interaction avec Rad5l augmente l’activité exonucléase de
p53, qui interagit avec le filament nucléoprotéiques Rad5l/ADN (Susse et al.,
2000a). Ces données ont menées à l’hypothèse que p53 participe au
contrôle de la fidélité de la RH. Deux autres protéines impliquées dans la
réparation des CDBs par la voie conservative de RH, BRCA1 et BRCA2,
interagissent aussi avec p53 (Marmorstein et al., 1998; Zhang et al., 1998).
Cependant, la signification de cette interaction demeure encore inconnue.
P53 est aussi potentiellement impliquée dans la résolution des
intermédiaires de recombinaison tels que les jonctions de Holliday (figure 3 et
4). En effet, p53 module, in vitro, les activités de WRN et de BLM dans le
traitement des jonctions de Holliday. D’ailleurs, BLM est requise pour le
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transport de p53 aux sites d’arrêt de la fourche de réplication ce qui entraîne
une modulation de la recombinaison homologue (Sengupta et al., 2003a).
Une autre interaction impliquant p53 dans la résolution des jonctions de
Holliday, est l’interaction entre MSH2 et p53. La protéine MSH2 rehausse la
capacité de liaison de p53 aux « mismatch » et aux jonctions de Holliday, et
s’associe avec p53 dans les complexes de réparation par RH (Subramanian
and Griffith, 2002; Zink et al., 2002).
1.9.2 L’inhibition de la recombinaison homologue ectopigue par
En plus d’interagir avec des protéines impliquées dans la recombinaison
et d’avoir elle-même des activités biochimiques pouvant influencer la RH, la
protéine p53 a aussi été impliquée dans l’inhibition de la recombinaison
homologue spontanée ectopique ainsi que dans la recombinaison impliquant
la reconstitution d’un virus SV4O fonctionnel à partir de deux génomes
mutants du virus SV4O (Wiesmuller et al., 1996). Lorsque la fonction de la
protéine p53 est perturbée (inactivation génétique, dominant négatif, ou
oncogène viral), il y a une augmentation de 5 à 200 fois de la RH (Mekeel et
al., 1997a). La stratégie d’inactivation utilisée par Mekeel la plus efficace
dans la stimulation de la RH est l’utilisation de l’oncogène viral HPV16-E6 qui
séquestre p53 et stimule sa dégradation par le protéasome (Scheffner et al.,
1990; Song et al., 1998). L’augmentation de la RH en absence de la forme
sauvage de p53 a été démontrée entre des répétitions directes et inversées
(Akyuz et al., 2002a; Bertrand et al., 1997a; Bishop et al., 2003; Boehden et
al., 2004; Janz and Wiesmuller, 2002; Linke et al., 2003; Lu et al., 2003a;
Saintigny and Lopez, 2002; Saintigny et al., 1999a; Slebos and Taylor, 2001;
Willers et al., 2000a). Il se pourrait néanmoins que cette inhibition ne soit pas
directe, mais plutôt due à la perte de l’activité de transactivation ou à la perte
de l’arrêt du cycle cellulaire. Cependant, des protéines p53 mutantes,
déficientes dans leurs activités de transactivation et d’arrêt du cycle cellulaire,
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gardent leurs capacités d’inhiber la RH, permettant ainsi de croire à une
nouvelle fonction de p53 (Akyuz et al., 2002a; Bishop et al., 2003; Boehden
et al., 2003a; Dudenhoffer et al., 1999a; Lu et al., 2003a; Willers et al.,
2000c).
1.9.3 P53, recombinaison alléligue et chromatine
Cependant, il semble que l’inhibition de la RH par p53 se limite, à la
recombinaison ectopique. En effet, p53 n’a pas d’effet sur la recombinaison
allélique. La RH entre chromatides soeurs se produit à des fréquences
similaires en absence ou en présence d’une protéine p53 fonctionnelle (Bunz
et al., 2002a). Aussi, il n’y a pas de différence significative dans la
recombinaison allélique au niveau de la méiose entre des souris p53 +1+ et
p53 -I-, et ce, indépendamment de la taille et la position des marqueurs
microsatellites utilisés (Gersten and Kemp, 1997a). De plus, à l’exception de
la recombinaison extrachromosomique entre deux génomes de SV4O, p53
n’est pas impliquée dans la régulation de la recombinaison
extrachromosomique tel que démontré par l’utilisation de plasmides pouvant
se répliquer de manière épisomale (Willers et al., 2001a), et par l’utilisation du
ciblage de gènes (gene targeting) (Dominguez-Bendala et al., 2003a). Ces
données indiquent que p53 n’est pas impliqué dans le processus d’invasion
RadSl dépendant, et que la régulation de la RH par p53 se limite à une
chromatine organisée (Willers et al., 2001a). Or il a été démontré que la
structure de la chromatine et que la transcription affecte la recombinaison
(Aguilera et al., 2000).
Des modifications de la chromatine peuvent être induites par
l’interaction entre deux promoteurs adjacents ou entre des répétitions en
tandem (Dorer and Henikoff, 1997; Emerman and Temin, 1984; Emerman
and Temin, 1986a; Emerman and Temin, 1986b; Eszterhas et al., 2002a;
Hasegawa and Nakatsuji, 2002a; Villemure et al., 2001a; Wu et al., 1988). Il
a été démontré que deux promoteurs adjacents en cis peuvent se réprimer
mutuellement lors d’un phénomène appelé interférence transcriptionelle ou
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suppression de promoteur (Villemure et al., 2001a). Ce mécanisme
d’interférence se produit au niveau de la transcription, est épigénétique, et est
associé à une condensation de la chromatine et une déacétylation des
histones (Villemure et al., 2001a). Cette interférence, peut aussi être due à
un effet de position et à l’interaction entre les promoteurs du plasmide et les
promoteurs avoisinant le site d’intégration (Eszterhas et al., 2002a). À la
lumière de ces informations, il est intéressant de constater qu’une quantité
grandissante d’information pointe vers un rôle de p53 dans le maintien de la
structure de la chromatine. En effet, il semble que p53 soit associée avec la
méthylation (Iwamoto et al., 1999), la modification des histones (Allison and
Milner, 2003; Taylor et al., 1995a), la condensation de la chromatine (Ogden
et al., 2001a; Smith et al., 1998a), et la répression transcriptionelle (Jackson
et al., 1993; Murphy et al., 1999a; Ogden et al., 2001a; Subler et al., 1992a).
Aussi, p53 s’associe à la matrice nucléaire, ce qui pourrait influencer
l’organisation de la chromatine et les mécanismes mentionnés ci-haut (Jiang
et al., 2001; Okorokov et al., 2002a).
Finalement, p53 peut réprimer plusieurs promoteurs cellulaires et viraux
(Cook et al., 1999a; Ho and Benchimol, 2003a; Jackson et al., 1993; Johnson
et al., 2001; Subler et al., 1992a). La répression transcriptionelle de ces
promoteurs peut avoir une incidence sur les taux de recombinaison
spontanée puisqu’il a été démontré que les niveaux de recombinaison sont
directement proportionnels au niveau de transcription du gène marqueurs
(Kotani and Kmiec, 1994; Kotani et al., 1994; Nickoloif, 1992; Nickoloff and
Reynolds, 1990; Thomas and Rothstein, 1989).
1.10 Objectifs
Les hypothèses courantes veulent que p53 assure un contrôle sur la
recombinaison homologue de deux façons. En premier lieu, p53, en
interagissant avec RadSl et avec son activité de reconnaissance des
mésappariements et exonucléase, inhibe l’étape d’invasion catalysée par
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Rad5J. Deuxièmement, via ses interactions avec BLM, WRN, et MSH2, p53
pourrait préserver la stabilité du génome en inhibant la formation des
crossovers.
Cependant, en raison de ses activités sur la répression transcriptionelle
et la structure de la chromatine, nous avons voulu évaluer les effets de p53
sur la recombinaison chromosomique en absence d’interférence
transcriptionelle entre le gène rapporteur et le gène marqueur adjacent. Une
répression du gène rapporteur pourrait aussi expliquer la suppression de la
recombinaison homologue.
Notre laboratoire a développé un essai de recombinaison où le gène
rapporteur et le gène marqueur (en l’occurrence les gènes de puromycine et
de l’hygromycine) sont arrangés de manière convergente, pour éviter ou du
moins diminuer l’interférence entre les promoteurs. De plus, puisque p53 est
capable de réprimer des promoteurs viraux, nous avons placé le gène
rapporteur de la RH, le gène puromycine (puro), sous contrôle du promoteur
cellulaire du gène de la phosphoglycérate kinase. Cet essai repose sur la
recombinaison entre deux séquences inactives du gène puro, une sans
promoteur et l’autre, pleine longueur, contenant une délétion remplacée par
une insertion du site de restriction de la nucléase 1-SCEI. Les séquences du
gène puro sont organisées soit en répétitions directes ou inversées, ce qui
nous permet de distinguer entre la recombinaison Rad5l-indépendante
(SSA) et la recombinaison Rad5l-dépendante, respectivement. Nous avons
choisi d’inactiver p53 avec le HPV16-E6 puisque cette approche avait déjà
été utilisée par Mekeel et al., et qu’elle avait donné une très forte
augmentation de la RH. Nous avons donc voulu reproduire les conditions
expérimentales utilisées par Meekel et al.. Il faut aussi noter que la protéine
HPV16-E6 ne semble pas interagir avec d’autres protéines impliquées dans
la réparation de l’ADN, ce qui aurait pu fausser nos résultats. Cette approche
pourrait donc nous permettre d’isoler le rôle que la structure de l’essai de RH
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tout en s’assurant qu’une possible divergence de résultats n’est pas due à la
stratégie d’inactivation de p53. La fonction de p53 a été abrogée par
l’introduction du gène HPV-E6, qui stimule la dégradation protéasome
dépendante de p53 (Scheffner et al., 1990; Song et al., 1998).
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Chapitre 2
Article:
A Chromosomal Assay System in Which p53 does not Inhibit Homologous
Recombination.
Jean-François Lemelin, Christine Abaji, Isabelle Cousineau, and Abdellah
Belmaaza.
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21 Abstract
The tumour suppressot gene p53 is the most frequently mutated gene in
human cancers. The loss of p53 was shown f0 increase the frequency of
chromosomal homologous recombination (HR); raising the possibility that p53
could prevent genome rearrangements by suppressing HR between repetitive
sequences. The exact molecular mechanisms by which p53 suppresses HR
remain unknown, however, p53 has the ability to alter chromatin structure and
repress gene expression. Here, by using an assay system in which a HR
reporter gene can escape transcriptional interference and promoter
suppression, we report that p53 does not suppress intra-chromosomal HR.
Intra-chromosomal HR rates remained normal following disruption of human
p53 by the viral oncoprotein HPV16-E6. These resuits argue against a direct
role for p53 in the regulation of chromosomal HR mechanisms, and imply that
HR assay systems are the important determinants of outcome.
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22 Introduction
Allelic homologous recombination (HR), the exchange of DNA segments
between pairs of homologous chromosomes or identical sister chromatids, is
important for chromosome disjunction and repair of DNA double-strand
breaks (DSBs) or other DNA damage. This ensures the formation of healthy
gametes, the preservation of genetic diversity as well as the maintenance of
genome integrity and the prevention of genetic diseases (Carrington and
CulIen, 2004; Jeffreys and May, 2004; Khanna and Jackson, 2001b;
Nicolaidis and Petersen, 1998; Thompson and Schild, 2002; van Gent et al.,
2001b; Venkitaraman, 2004). On the other hand, non-allelic (ectopic) HR
events in multigene and dispersed repeat sequence families can have drastic
consequences for genome stability. HR can be either reciprocal (crossover)
or non-reciprocal (gene conversion), and requires the DNA strand exchange
protein RAD51, the equivalent of bacterial RecA (West, 2003).
Grossoyer, which involves the physical exchange of information
between repeats, can give rise to various types of genome rearrangements,
including deletions and duplications between direct repeats, inversions
between inverted repeats, and chromosomal transiocations (Bi et al., 2003;
Labuda, 1995; Tayebi et al., 2003). Deletions between direct repeats can
aiso result from RAD51-independent, non-conservative HR pathways, such
as sister chromatid replication slippage or single-strand annealing (SSA)
(Prado et al., 2003). Gene conversion, which involves the unidirectional
transfer of information from one repeat to another, can lead to the correction
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of deleterious mutations (Gross et ai, 2002; Jonkman et aI., 1997), but also
their transmission (Boocock et al., 2003; Cavenee et al., 1983; Ezquieta et
aI., 2002; Hauptschein et aI., 2000; Mazzei et aI., 2004). Given the genome
destabilizing effects of ectopic HR, it is important that such events occur at
Iow rates relative to allelic HR.
Unlike allelic HR, ectopic HR in mammals can be difficult to measure,
as it is a relatively uncommon event, with no simple method to detect
rearrangements (Bunz et al., 2002b; Carrington and Cullen, 2004; Gersten
and Kemp, 1997b; Jeffreys and May, 2004). However, insights into its
molecular mechanisms can be gained with assay systems designed to
measure HR events between defined extents of homologous DNA
sequences. Briefly, the assay system currently used to study intra
chromosomal HR employs plasmids that contain different mutants of a
selectable HR reporter gene and a dominant marker gene linked in cis. With
this type of procedure, it can be determined that p53 suppresses
spontaneous intra-chromosomal HR as well as homology-directed repair of
chromosomal DSBs; HR rates or frequencies were much greater in cells with
mutant p53 than in ceils with wild-type (wt) p53 (Akyuz et al., 2002b; Bertrand
et al., 1997b; Gebow et al., 2000; Lu et al., 2003b; Mekeel et al., 1997b;
Willers et al., 2000b). The increase was noted with a variety of mammalian
celis in which p53 was inactivated either genetically, or by interactions with
p53-dominant mutants or viral tumour antigens (Akyuz et al., 2002b; Bertrand
et al., 1997b; Gebow et al., 2000; Lu et al., 2003b; Mekeel et al., 1997b;
Wi)lers et al., 2000b). Such a hyper-recombination phenotype has aiso been
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reported in cells with mutations in Ataxia telangiectasia mutated (ATM)
(Bishop et al., 2000). As with DSBs, in response to DNA damage, the protein
kinase ATM activates p53, which, in turn, transactivates downstream target
genes to allow growth arrest at specific points in the celI cycle (Levine,
1997b). However, HR suppression by wt p53 was dissociated from its
function at the GuS checkpoint and even from its transactivation function,
leading to the idea that p53 may play a direct role in the regulation of HR
mechanisms (Boehden et al., 2003b; Dudenhoffer et al., 1999b; Saintigny et
al., 1999b; Willers et al., 2000d). Further support for the direct involvement of
p53 in HR suppression came from the observation that p53 binds directly to
human RAD51 and RecA proteins, and the wt but not a mutant form of p53
inhibited their function in vitro (Janz et al., 2002b; Sturzbecher et al., 1996b;
Susse et al., 2000b). These studies have provided evidence for the attractive
hypothesis that p53 functions to minimize ectopic HR in somatic cells and
thereby prevent genomic rearrangements. Loss of p53 function in incipient
tumour cells might result in increased recombination rates, leading to
oncogene activation or tumour-suppressor gene inactivation.
In contrast, there was no significant difference in meiotic allelic HR
frequencies between mice with or without functional p53, and this lack of
effect was observed regardless of chromosomal size or locations of
microsateiNte sequences employed as HR markers (Gersten and Kemp,
1997b). Similarly, genetic inactivation of p53 in human somatic cells did flot
lead f0 an increased rate of sister chromatid exchange (Bunz et al., 2002b;
Sengupta et al., 2003b). This apparent ability of p53 to suppress ectopic HR
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but flot allelic HR would seem to be consistent with its role in the maintenance
0f genome integrity. The protein p53 is regarded as a tumour suppressor on
the basis of its capacity to induce celI cycle arrest as welI as apoptosis in
response to a number of cellular stresses, mainly DNA damage (Levine,
1997b). CelI cycle arrest is thought to allow time for accurate repair 0f
damaged DNA, and one major role of allelic HR that has emerged in recent
years is to accurately repair DSBs and thereby facilitate the progression of
replication forks stalled at such damage (Helleday, 2003; Henry-Mowatt et al.,
2003; Lomonosov et al., 2003). The potential outcomes of inaccurate or
inefficient DSB repair include genome instability, tumourigenesis, and celI
death (Khanna and Jackson, 2001 b; Thompson and Schild, 2002; van Gent
et al., 2001 b).
The mechanisms by which p53 discriminates between ectopic and
allelic HR remain unknown. However, the observation that neither RAD51-
dependent nor RAD51-independent extra-chromosomal HR was affected by
the p53 status of the celI suggested that p53 does not interfere with DNA
strand exchange reactions (Bunz et al., 2002b; Dominguez-Bendala et al.,
2003b; Villemure and Belmaaza, 1999; Willers et al., 20db), and that
regulation of intra-chromosomal HR by p53 is restricted to the highly-ordered
chromatin structure (Willers et al., 2001 b).
The ability cf p53 to alter chromatin structure and repress transcription
(Ho and Benchimol, 2003b), together with the well established link between
chromatin structure alteration, transcription repression and decreased intra
chromosomal HR (Prado et al., 2003), prompted us to investigate whether
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p53 inhibits HR in the absence of mechanisms that repress reporter genes.
Studies with a variety of organisms show that 2 transcriptionally active genes
Iinked in cis can repress one another by a phenomenon termed
“transcriptiona interference” or “promoter suppression” (Eszterhas et al.,
2002b; Villemure et al., 2001b). lnterference/suppression, which can be
influenced by chromosomal integration position, occurs at the transcriptional
level, is cis-acting, epigenetic, heritable, and can be associated with alteration
of chromatin structure (Eszterhas et al., 2002b; Villemure et aI., 2001 b). We
designed a chromosomal assay system in which a HR reporter gene can
escape marker interference and investigated HR at chromosomal positions
that do not affect expression of the reporter. In addition, as p53 has the
ability to repress transcription from a variety of viral promoters (Subler et al.,
1992b), we placed the reporter gene under the control of a strong cellular
housekeeping gene promoter. We disrupted p53 by expressing the human
papilloma virus HPV16-E6 oncoprotein in 2 distinct human celi Unes
containing direct or inverted repeats. Such repeats allow the monitoring of
RAD51-dependent and RAD51-independent HR pathways (Prado et al.,
2003).
In this assay system, disruption of p53 did not resuit in increased rates
of spontaneous intra-chromosomal HR. These data argue against a direct
roTe for p53 in the regulation of chromosomal HR mechanisms, and imply that
assay systems are important determinants of outcome.
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23 Results
2.3.1 Experimental design ofthe assay system
Chromosomal HR is usually measured in celi clones established by
integrating, into the genome of a test ceil, a plasmid containing 3
transcriptionally active units: 2 mutated, full length copies of a HR reporter
gene, and a dominant marker gene linked in cis. The marker gene facilitates
the introduction and stable integration of mutant gene duplication in host
ceils. Maintaining ceil clones under selection for expression of the marker
gene eliminates ceils that repress the reporter gene and/or the marker gene.
However, it has been consistently demonstrated with various organisms that
in ceil clones, which had initially been selected for the expression of a marker
gene, the adjacent reporter gene was usually repressed. This phenomenon
is known as transcriptional interference or promoter suppression, and is
usually documented with transcription units arranged in a head-to-tail tandem
fashion (Villemure et al., 2001b). Inserting transcription terminators or
chromatin boundaries between 2 adjacent units, or placing the units in
divergent or convergent orientations can decrease suppression (Hasegawa
and Nakatsuji, 2002b; Villemure et al., 2001b). However, a recent study
indicated that interference/suppression is influenced by chromosomal
integration position and occurs in any relative arrangement of the units, with
convergent orientations showing the strongest effect when the units were
placed under control of the same viral promoter (Eszterhas et al., 2002b).
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Placing transcription units under the control of distinct promoters can
decrease suppression between convergent units (VUlemure et al.,
unpublished results). As p53 has the ability to repress a variety of viral
promoters (Subler et al., 1992b), we placed the HR reporter puromycin (Puro)
gene under the control of the cellular housekeeping phosphoglycerate kinase
(PGK) gene promoter in convergent orientation to the marker hygromycin
(Hyg) gene under control of the herpes simplex virus thymidine kinase (HSV
tk) gene promoter. Nevertheless, we determined that repression of the
reporter was not occurring with this combination of promoters. The construct
pHyg/Puro and its derivatives pCAdir and pCAinv, illustrated in Figure 1, were
stably integrated as a single, intact copy in the genome of the human cancer
ceil unes MCF-7 and HCT-116, and independent hygromycin-resistant (HygR)
colonies were picked, amplified, and subjected to analysis for Puro
expression (Villemure et al., 2001b). With pHyg/Puro, more than 70%
(86/117) of ceil clones, that had initially been selected as HygR, were also
puromycin-resistant (Puro’) when subsequently placed in Puro containing
medium. This level of interference/suppression is much lower than what has
been reported with transcription units arranged in a head-to-tail tandem
fashion; as in almost aH ceH clones (>90%) that had been initialuy selected for
the expression of one gene, the other gene linked in cis was repressed
(Villemure et al., 2001b). Similarly, Northern blot analysis of pCAdir and
pCAinv celI clones revealed that Puro was effectively expressed (data not
shown), indicating that interference/suppression or position effects (Eszterhas
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et al., 2002b; Villemure et al., 2001b) were flot occurring at the integration
sites analysed.
2.3.2 Wt j53 does flot suppress intra-chromosomal HR in MCF-7 or
HCT-116 celis.
To test whether p53 would impair HR with this combination of
promoters, we compared HR rates between p53-positive pCAdir and pCAinv
celi clones and their derivative p53-negative clones. The p53 protein was
artificially disrupted in p53-positive MCF-7 or HCT-116 ceil clones by
expressing HPV16-E6 oncoprotein (Fig. 2)(Gupta et al., 1997; Mekeel et al.,
1997b). The HPV16-E6 has been consistently used to disrupt p53 in many
celI lines including MCF-7 cells where it appeared to enhance spontaneous
HR by more than 200-fold (Gupta et al., 1997; Mekeel et al., 1997b). HR
rates in MCF-7 and HCT-116 celI clones were measured by fluctuation
analysis (Capizzi and Jameson, 1973). We observed no statistically
significant difference in HR rates between p53-positive and p53-negative cell
clones (Table 1). The lack of p53 effect on HR was independent of the
orientation of Puro repeats or integ ration sites (Table 1).
2.3.3 Analyses of PuroR colonies
To establish whether PuroR colonies represent bona fidae
recombinants, genomic DNA from individually expanded PutoR ceil clones
was analysed by polymerase chain reaction (PCR). HR between direct Puro
repeats would result in 2 types of products: RAD51-dependent gene
conversion, keeping intact the structure of the construct, and deletion
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removing one repeat and the intervening Hyg sequences (Fig. 3)(Prado et al.,
2003). Deletion events can resuit from RAD51-dependent crossover or
RAD51-independent mechanisms, such as replication siippage or SSA
(Prado et aI., 2003). In contrast, HR between inverted Puro repeats would
only arise via RAD51-dependent gene conversion or crossover. Grossoyer
would invert the intervening Hyg sequences. Gene conversion and deletion
events can be distinguished by PCR with a distinct set of primer pairs (Fig. 3).
PCR was performed with each set of primer pairs, and amplification products
were digested with 1-Scel and Eagl to identify HR events (Eag1/l-Scer)(Fig.
3). The major pathway leading to PuroR was gene conversion. This was
found in 95% of MCF-7 PuroR clones (91/96). The remaining Puro’ colonies
had the characteristic of deletion events (Fig. 3). These results indicate that
in mammalian cells, HR occurs almost exclusively by gene conversion,
supporting previous studies (Villemure, 2003) and references therein).
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2Â Discussion
The data reported here provide no evidence that disruption 0f p53
causes increased rates 0f spontaneous intra-chromosomal HR in human
celis. The lack of p53’s effect was observed with inverted and direct repeat
orientations, and thus applies to both RAD51-dependent and RAD51-
independent HR pathways. Similar resuits were obtained with extra
chromosomal assays (Willers et al., 2001b). The loss of p53 function also did
not lead to an increased rate of sister chromatid exchange in HCT-1 16 cells
or in other human ceil unes (Bunz et al., 2002b; Sengupta et al., 2003b), nor
did it affect the frequency 0f meiotic crossover events in mice (Gersten and
Kemp, 199fb). Together, these findings indicate that p53 has no direct role
in the regulation of ectopic or allelic HR mechanisms.
However, in contrast to our resuits, several groups have unanimously
reported 5- to >100-fold rate increases in intra-chromosomal HR with various
mammalian celis (see Introduction). The Iargest increase (>200-fold) was
noted with MCF-7 and other human ceil unes when p53 was disrupted by
interactions with HPV16-E6, SV4O large T antigen, or p53 mutants (Mekeel et
al., 1997b). The exact reason for this conflict is not known. However, there
are aspects of the assay system that may be important determinants of the
outcome. Previous HR assays have relied on viral promoters for reporter
gene expression, whereas in our assay system, the Puro gene reporter was
under the control of the cellular housekeeping PGK gene promoter. It has
been shown that wt p53 represses a number of cellular and viral gene
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promoters (Ho and Benchimol, 2003b). Viral promoters include the HSV-tk
gene promoter, the SV4O promoter, the CMV promoter, and various LTR
promoters (Subler et al., 1992b). Although p53 can repress promoters via
several mechanisms, accumulating evidence suggests that it may also
repress transcription through recruitment of histone deacetylases (HDAC5)
and chromatin remodelling (Ho and Benchimol, 2003b).
An indication that p53 may repress promoters through alteration of
chromatin structure was obtained from studies using trichostatin A (TSA), an
HDAC inhibitor. TSA was shown to abolish p53-mediated repression at
various promoters. In addition, the presence of wt p53 at p53-repressed
promoters was associated with a decrease in acetylated histone H3 at
promoters. The effects of TSA are consistent with the ability of p53 to
associate with the HDAC-mSin3a repressor complex (Murphy et al., 1999b).
In addition to histone deacetylation, cellular and viral promoter repression has
also been associated with DNA methylation, and DNA methyltransferases of
mammals appear to interact with HDACs (Dobosy and Selker, 2001; Ng and
Bird, 1999). There is also a Iink between p53 inactivation, demethylation, and
promoter reactivation (Ho and Benchimol, 2003b; Jackson-Grusby et al.,
2001 b; Nasr et al., 2003b). It appeared that the N-terminus, the proline-rich
domain, and the C-terminal region of p53 each contribute to p53-mediated
promoter repression (Ho and Benchimol, 2003b). Interestingly, mutant forms
of p53 that abrogated transcription repression and chromatin remodelling (Ho
and Benchimol, 2003b; Smith et al., 1998b) also increased the efficiency of
intra-chromosomal HR and DSB repair (Akyuz et al., 2002b; Mekeel et al.,
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1997b; Saintigny et al., 1999b; Willers et al., 2000d). Chromatin aspects, like
methylation and acetylation/deacetylation, also affect the efficiency of HR and
DSB repair (Bird et al., 2002; Maloisel and Rossignol, 1998; Prado et al.,
2003).
Another aspect that may influence the outcome is transcriptional
interference or promoter suppression (Eszterhas et al., 2002b; Villemure et
al., 2001b). lnterference/suppression between repeated genes has been
associated with chromatin condensation and histone deacetylation, as
revealed by the inaccessibility of silenced promoters to nucleases or
restriction enzymes and by their reactivation through treatment with HDAC
inhibitor TSA (Villemure et al., 2001b). The protein p53 might be involved in
interference/suppression through its ability to both recruit HDAC at promoters
and alter chromatin compaction (Smith et al., 1998b). Targeted inactivation of
p53, or transfection of cells with mutant p53 or HPV16-E6, results in the
disruption of high-order chromatin structure, as evidenced by enhanced
sensitivity to micrococcal nuclease (Smith et al., 1998b). Multiple
mechanisms have been thought to contribute to this phenotype, including
histone Hi phosphorylation, disruption of nuclear matrix attachment sites
(MARs), and altered expression of component genes of the p53 pathway,
whose products may function directly or indirectly in the maintenance of
chromatin structure (Smith et al., 1998b; Taylor et al., 1995b). Although p53
seems to lack the ability to directly alter an established, activated chromatin
structure in vitro (Ogden et al., 200ib), chromatin alteration by p53 in vivo
might be induced by changes in DNA topology, a process that has also been
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thought to trigger interference/suppression (Eszterhas et al., 2002b; Villemure
et al., 2001b).
Transcription-induced DNA topology, negative supercoiling upstream
of promoters, and positive supercoiling ahead of polymerases, could change
the nearby chromatin such that transcription complexes are not efficiently
formed on an adjacent promoter. Consistent with this hypothesis is that
inserting unwinding DNA elements or MARs between adjacent transcription
units can block promoter suppression (Villemure et al., 2001b). MARs
elements, which divide eukaryotic chromosomes into topologically and
regulatory looped domains, have the ability to unwind under torsional stress,
and this capacity was shown to be important for their attachment to the
nuclear matrix and for stabilization of the transcriptionally active state of
chromatin (reviewed in Villemure et al., 2001). P53 may modulate DNA
topology during transcription or replication through its ability to preferentially
bind supercoiled DNA (Kim and Deppert, 2003), like histone Hi (Ivanchenko
et al., 1997), to interact with topoisomerases (CowelI et al., 2000; Gobert et
al., 1999), and to associate with proteins that unwind DNA (Sengupta et al.,
2003b). DNA supercoiling, DNA topoisomerases, DNA unwinding proteins,
and histone Hi each affects the process of HR and DSB repair (Downs et al.,
2003; Prado et al., 2003; Sengupta et al., 2003b; Traverso et al., 2003). The
ability of p53 to bind both the nuclear matrix (Okorokov et al., 2002b) and
certain types of DNA structures (Kim and Deppert, 2003) may also alter
chromatin structure. Chromatin structure alteration may, in turn, affect the
function of p53 as a transcription regulator or chromatin modifier (Ho and
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Benchimol, 2003b; Kim and Deppert, 2003). It has been shown that p53 can
trans-activate, repress, or have no effect on expression 0f the same reporter
gene, depending upon chromosomal integration sites (Cook et al., 1999b).
Previous studies demonstrated that p53 deficiency alone not only does
not increase HR rates, but also does not lead to gross chromosomal
rearrangements (Bunz et al., 2002b). Our data indicate that p53 deficiency
alone also does not resuit in increased rates of ectopic HR in transcriptionally
active chromatin. However, it remains possible that p53 elicites chromosomal
rearrangements that may be too subtle to be revealed by karyotyping. This
could arise from increased HR between closely spaced DNA repeats at some
chromosomal sites where p53 acts directly or indirectly to remodel chromatin
structure (Rubbi and Mimer, 2003b; Smith et al., 1998b). Relaxation of
chromatin in p53-deficient cells may provide a more vulnerable target for DNA
damaging agents that would induce recombination and genome
rearrangements (Khanna and Jackson, 2001b; Smith et al., 1998b). As a
chromatin remodelling-factor, p53 may, therefore, protect against DNA
damage (Khanna and Jackson, 2001 b; Smith et al., 1998b). In une with this
idea is the observation that in p53-deficient ceils, stalled replication forks are
inappropriately processed to DNA DSBs (Kumari et al., 2004a), as in human
cells with defects in chromatin assembly factors (Ye et al., 2003), or co
factors involved in DNA repair (Lomonosov et al., 2003). Relaxation of
chromatin in p53-deficient cells may also evoke reactivation of dormant
endogenous retroviruses or retrotransposons, such as LINEs or Alu,
culminating in insertional mutagenesis or silencing of nearby tumour
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suppressor genes by transcriptional interterence or promoter suppression
(Villemure et aI., 2001 b; Whitelaw and Martin, 2001).
In conclusion, our results indicate that p53 has no direct role in the
regulation of chromosomal HR mechanisms. The concept that p53 acts as a
chromatin-remodelling factor that affects transcription, recombination, and
DNA repair merits further studies as it is Iikely to be important in the
maintenance of genome integrity, carcinogenesis, and therapy. Our data also
suggest caution when designing chromosomal recombination assays, since
many proteins involved in HR and DNA repair are also involved in
transcription and/or chromatin dynamics.
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25 Experimental Procedures
2.5.1 DNA Manipulations
The construct pHyg/Puro as weli as the recombination reporter
substrates pCAinv and pCAdir were constructed by using the Hyg gene from
pCEP-4, the Puro from pGKpuro, and the bacteriai piasmid pUC19. The Hyg
gene was excised from pCEP-4 by NruI and Sali as a 1,864 bp fragment
which was blunted and cioned into the blunted Xbal site of pUC19. The Puro
gene was excised by Sali from pGKpuro as a 1,703 bp fragment and inserted
into the Sali site of pUC-Hyg to generate pHyg/Puro. To generate
pHyg/ScePuro, the Puro gene was mutated by digesting its coding region at
the adjacent BssHll and Eagi sites and inserting the 23 bp 1-Scel recognition
site in their place. The promoterless copy of the Puro gene was excised as a
1,015 bp fragment from pGKpuro by Bsteii and Hindi and inserted into
Acc651 of pHyg. The Puro promoteriess fragment was cioned in both
orientations to provide for the direct repeat piasmid pCAdir and the inverted
repeat plasmid pCAinv. Fragments were biunted with the Kienow fragment of
DNA Polymerase I. Ail restriction enzymes were purchased from New
Engiand Bioiabs and Pharmacia.
2.5.2 Oeil culture and transfections
The tumour celi unes MCF-7 and HCT-116 used in these experiments
originated from the American Type Culture Collection (Rockviiie, MD). They
were cuitured at 37°C in humidified 5% C02 in MEM and McCoy’s media,
respectiveiy. Ail media were suppiemented with 10% fetal bovine serum and
gentamicin (50 ig/mi). MCF-7 and HCT-116 celis were transfected by
electroporation at room temperature with BTX ECM399 at 250V (VWR
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Canada, Mississauga, Ont.). For transfection, 2 X 106 cells were suspended
in 0.4 cm electroporation cuvettes with 800 pI MEM or McCoy’s medium
containing 5 tg of linear pCAdir, or pCAinv, without serum or antibiotics.
They were seeded immediately in 100 mm petri dishes with fresh medium;
selection was applied 48 hrs after electroporation with 125 pg/mI hygromycin
(Hyg) for MCF-7 and 200 pg/ml for HCT-116. Hyg’ clones were picked,
expanded, and analysed by Southern blotting (Villemure et al., 2001b). For
the expression of HPV16-E6 protein, HygR ceils seeded in plates of 6 wells
were transfected at 25% confluency with linearized pCMV-E6 plasmid or
pCMV-neomycin (Neo) (kindly provided by Dr. Simon N. Powell (Mekeel et
al., 199fb), using the fugene 6 reagent at a 2:1 Fugene 6/DNA ratio
according to the manufacturer’s instructions (Roche Canada, Mississauga,
Ont.). Forty-eight hrs after transfection, Neo selection was applied at a
concentration of 600 pg/ml of G418. NeoR clones were picked, expanded
and subjected to Western blot analysis.
2.5.3 Western Blot Analysis
Cells were 40-60% confluent at the time of actinomycin D treatment.
MCF-7 cells were exposed to 5 nM actinomycin D while HCT-116 cells were
exposed to 100 nM actinomycin D (Sigma, St. Louis, MO). Twenty-four hrs
after exposure, the cells were lysed in fresh buffer containing 20 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 0.1%
SDS, 1 ig/ml leupeptin, 1 jig/mI pepstatin A, 1.5 %g/ml aprotinin and 1 mM
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phenylmethylsuiphonyl fluoride. Western blotting was carried out under
standard procedures with anti-p53 DO-1 and anti-p21 C-19 (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) and enhanced chemiluminescence
(Amersham, Baie d’UrFé, Que).
2.5.4 HR rates
In parallel experiments, 1 to 100 G418R cells from each p53-positive or
p53-negative celi clone were seeded in 24-well tissue culture plates with 12
wells for each celI clone. CelIs from each well were amplified, counted, and
plated at 1O, 106, or i07, depending on the clone. Twelve hrs subsequent to
seeding, selection was undertaken with 1 pglml or 1 .5 ..ig/ml of Puro (Sigma)
scored for MCF-7 or HCT-116 PuroR colonies, which were counted by
staining with a solution of crystal violet (3% formaldehyde, 4% acetic acid, 1%
crystal violet dissolved in 70% ethanol). HR frequency was established by
dividing the number of PuroR colonies by the number of plated ceils. The
frequencies determined HR rate as described (Capizzi and Jameson, 1973).
The student t test was performed to measure the statistical significance of
differences in the HR rate between p53-positive and p53-neagtive celI clones.
2.5.5 PCR analysis cf PuroR colonies
Genomic DNA from individual PuroR cell clones was extracted, and
400 ng subjected te PCR, as described previously (Villemure, 2003). The
following primer pairs were employed in PCR (Fig. 3): Hyg4419 (5’-
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gctgtgtagaagtactcgccg-3’) and pUC469 (5’-tgaccatgattacgccaagct-3’) amplify
the 2,324 bp fragment with both direct and inverted repeats; Hyg1891 (5’-
aacttctcgacagacgtcgcggtg-3’) and pUC469 amplify the 2,091 bp fragment
with inverted repeats; whereas pUC315 (5’-aaagggggatgtgctgcaaggcga-3’)
and pUC469 amplify the 1,836 bp fragment with direct repeats.
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2.7 Figure Iegends
Figure 5. Schematic representations of the constructs deve!oped for this
study.
fa) The arrangement of the marker and reporter genes is depicted by arrows,
which indicate convergent directions of transcription. The Hyg gene is
expressed from the HSV-tk gene promoter and terminates with the HSV-tk
polyadenylation signal fnot shown), whereas Puro expression is driven by the
PGK gene promoter and terminates with PGK polyadenylation signal fnot
shown). This combination of promoters appears to decrease
interference/suppression between convergent units f see text), and therefore
was used to construct HR reporters.
(b) The HR reporter construct pCAdir is composed of 2 differentially mutated
Puro genes arranged as direct repeats: ScePuro, which is a full length Puro
gene with insertion of the 1-Scel site in place of Eagl/BssHll restriction sites,
and PuroA5’, a promoterless Puro gene. The promoterless Puro gene is
deemed necessary to limit the number of actively transcribed units to 2 (see
text).
f c) pCAinv is identical to pCAdir except that the 2 mutated Puro genes are
arranged as inverted repeats.
These constructs assay for both RAD51-dependent fgene conversion and
crossover) and RAD51-independent (replication slippage or SSA) HR
pathways. The former can take place between either repeat, whereas the
latter is limited to direct repeats. Either HR event would result in
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reconstitution of a functional Puro gene through loss of the 1-Scel site and
gain ofthe Eagl/BssHII sites, restoring resistance to Puro.
Figure 6. Induction of p53 and p21 response to DNA damage.
Induction of DNA damage by a variety of agents is known to activate p53,
which, in tutns, acts as a transcriptional regulator of several target genes; the
main one being the gene encoding the cyclin-dependent kinase inhibitor p21
(29). Treatment of HCT-1 16 and MCF-7 ceil clones with actinomycin D led to
strongly increased p53 and p21 levels (Lane 1 in A and B). In contrast, f3-
actin expression was not affected by the induction of DNA damage. The p53
protein can be easily disrupted in MCF-7 or HCT-116 ceils by expressing
HPV16-E6 oncoprotein and this results in a lack of p21 gene transactivation
upon DNA damage (Gupta et al., 1997; Mekeel et al., 199fb) (A and B).
(A) Western blot analysis of HCT-1 16 protein extracts isolated from
actinomycin D (5 ng/ml)-treated, p53-positive and E6-expressing ceil clones
with antibodies to p53 and p21, respectively.
(B) Same as for panel A, except MCF-7 cells were treated with actinomycin D
at 100 ng/ml. To control equal loading, the Western blots were reprobed with
f3-actin antibody.
Figure 7. PCR analysis of PuroR genomic DNA.
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(A)(B) Gene conversion products with both inverted and direct repeat. The
PCR primer pair Hyg4419/pUC469 amplifies 2,324 bp that can be cut with
Eagl into 1,283 bp and 1,041 bp (Fig. C, lanes 2 and 3).
(A) Inversion (crossover) with inverted repeats. The PCR primer pair
Hyg1891 and pUC469 amplifies 2091 bp that can be cut with Eagl into 2
fragments: 1050 pb and 1041 bp (not shown in Fig. C).
(B) Crossover/SSA deletion with direct repeats. The PCR primer pair
pUC315 and pUC469 amplifies 1,836 bp that can be cut with Eagl into 2
fragments: 822 bp and 1,041 bp (Fig. C, lanes 5 and 6).
(C) Gel electrophoresis of representative PCR products and their digesting.
AIl PCR products were digested with 1-Scel and Eagl. Lanes 1 and 4: 1 kbp
DNA ladder, Lanes 2 and 5 represent 1-Scel digestions, whereas lanes 3 and
6 illustrate Eagl digestions of conversion and deletion products, respectively.
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Figure 5. Schematic representations of the constructs developed for
this study
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Figure 6. Induction of p53 and p21 response to DNA damage.
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Figure 7. PCR analysis of PuroR genomic DNA.
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Table 1. Effect of p53 on spontaneous intra-chromosomal HR
Response to
HR rate
Celi unes damage (x 1OE6/ceuu/generation)
p53 p21
MCF-7 + +
Direct repeat
DirA9 + + 0.5
DIrA9/E6D -
- 0.2
DirA8 + + 18.5
DirA8/E6X -
- 15.3
lnverted repeat
lnvAl2 + + 131.6
InvAl/2E6L -
- 111.5
InvA7 + + 71.6
InvA7/E6F -
- 47.5
HCT116 + +
Direct repeat
Hdir3 + + 33,6
Hdir3/E615 -
- 25.5
Inverted repeat
Hinv5 + + 0.7
Hinv5/E619 -
- 1.3
HR rate (HR event/ceII/generation) was measured as described (Capizzi and
Jameson, 1973).
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3 Matériels et méthodes
3.1 Extraction de l’ADN génomique
L’extraction de l’ADN génomique des cellules a été faite selon la méthode
de < salting out» (Current protocols in molecular biology, section 2.2). Après
avoir rincé les cellules au PBS puis incubées pendant 10 minutes avec un de
tampon de lyse (1 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 5 mM NaCI, 10 % Sarkosyl et
10 mg/mL protéinase K (Gibco-BRL), les lysats ont été transférés dans des
tubes eppendorf et incubés 24 h à 56°C. Des étapes d’extraction au phénol-
chloroforme et de précipitation à l’éthanol, 95% ont servi à assurer la pureté
de l’ADN. La récupération de l’ADN s’est faite à l’aide d’une tige de verre.
Les sels présents dans l’ADN ont été éliminés en rinçant l’ADN extrait à
l’éthanol 70% en premier lieu et à l’éthanol 95% pour éliminer l’eau. L’ADN à
finalement été séché et ressuspendu dans du TE (1 mM EDTA pH8,0; 10 mM
Tris-HCI pH 7,6) contenant 300 ng/mL de RNAse A (Boehringer-Mannheim).
32 Analyse des recombinants par PCR
L’ADN extrait des recombinants a été analysé par PCR pour déterminer la
nature de l’évènement de recombinaison. L’analyse de ces évènements a été
faite à l’aide de trois paires d’amorces spécifiques (voir chapitre 2 « Materials
and Methods »). Les réactions de PCR ont été effectuées selon le protocole
suivante : 400 ng d’ADN génomique, 200 pM dNTP, 2,5% DMSO, 1,5 mM
MgCI2, 100 ng de chaque amorce, le tampon et 2,6 unités de l’ADN
polymérase du kit «Expand High Fidelity PCR System» (Boehringer
Mannheim). Les cycles de la réaction de PCR ont été programmés comme
suit: 2 minutes de dénaturation à 95°C, 30 cycles d’amplification incluant une
étape de dénaturation de 30 secondes à 95°C, une étape d’appariement
d’une minute à 56°C et une étape de synthèse d’une minute à 72°C.
Finallement, une période de synthèse d’ADN de 10 minutes à 72°C permet
71
de finaliser les réactions amorcées. Les produits de PCR sont par la suite
analysés sur gel d’agarose 0,7%.
33 Induction de la cassure double brin
Nous avons induit la cassure double brin en transfectant le vecteur
p3actineScel exprimant la méganucléase 1-Scel. Comme contrôle de
transfection ainsi que d’induction des cassures double-brins, nous avons
utilisé le plasmide pFRED25, exprimant GFP (green fluorescent protein).
Toutes les transfections ont été effectuées à l’aide du réactif fugene6
(Boehringer Mannheim) avec 6 i..il de fugene6 pour 3 pg d’ADN, selon les
recommandations du fournisseur. Pour permettre une induction efficace des
cassures double-brins, la sélection à la puromycine a été appliquée 10 jours
posttransférions. Après 15 jours de sélection, les colonies puroR sont
comptées et la fréquence de RH est établie. L’induction de la RH par 1-Scel
est le ratio entre les fréquences de RH induite et spontanée (transfecté avec
pFRED25).
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Résultats
4.1 Le suppresseur de tumeur p53 n’est pas directement
impliqué dans l’inhibition de la RH induite par 1-Scel.
Dans le but d’évaluer le rôle de p53 dans la réparation des CDBs par
RH, nous avons exprimé 1-Scel dans les clones p53 ÷1+ et p53 -I- contenant
des répétitions directes (pCAdir) et inverses (pCAinv). Lorsque nous avons
induit la RH entre des répétitions directes, nous avons obtenu des résultats
divergents entre les lignées cellulaires HCTI16 et MCF-7 (figure 8). Dans les
cellules MCF-7, nous avons trouvé que p53 n’a aucun effet significatif sur
l’induction de la RH par les CDBs, avec une induction par 1-SCEI de 11.8 fois
pour p53 +1+, et de 13.3 pour p53 -I-. À l’opposé, dans les cellules HCT116,
l’induction de la RH est de 22.0 fois pour p53 +1+, et de 34.7 pour p53 -I-.
Dans le cas des répétitions inverses, il n’y avait pas d’induction de la RH
dans deux clones MCF-7 p53 +1+. L’expression de la protéine HPV16-E6, a
provoquée dans un des clones de 62.3 fois et de seulement de 3.0 fois dans
le second clone. Dans les cellules HCT116, l’induction par l-SCE I est
similaire entre les clones p53 ÷1+ (82.0) et p53 -I- (83.9 fois). Ces résultats
nous ont portés à croire que l’influence de p53 sur la réparation des CDBs
par RH n’est pas due à un rôle direct de la protéine p53 sur la RH.
74
90
j80
70
C
o(n
(n
50 Qp53±/±
40 p53-I-
.2 30
20
10
O
-
-
- Répétition inverse
+
- - + + Répétition directe
MCF-7 HCT116
Figure 8. Induction relative de la recombinaison homologue par des
CDBs en lignée cellulaire humaine.
Induction de la RH par l’expression de 1-SCEI en cellules p53 positives et
exprimant la protéine HPV16-E6. L’expression du GFP a été utilisée comme
contrôle de transfection. L’induction de la RH représente le ratio entre le
nombre de clones 1-SCEI puror et le nombre de clones GFP puror. Toutes les
expériences d’inductions de la RH dans les cellules p53 positive et p53IE6
ont été faites en parallèle.
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Discussion
L’approche expérimentale utilisée pour cette étude nous a permis
d’étudier le rôle de p53 sur la RH à un site unique dans le génome. Cette
approche permet d’éliminer les variations de la RH entre différents sites
génomiques. La lignée p53 -I- dérive donc directement de sa lignée parentale
p53 +1+ contenant une copie unique du plasmide rapporteur. Les résultats
obtenus lors de cette étude montrent que p53 n’a pas d’effet inhibiteur sur la
recombinaison homologue intrachromosomique spontanée ou induite par des
CDB5. Ce manque d’effet de p53 a été observé pour des séquences
répétitions inverses et directes, indiquant que p53 n’affecte ni la RH Rad5l-
dépendante, ni la RH Rad5l-indépendant.
51 L’expression de la protéine HPVI6-E6 n’affecte pas le
taux de recombinaison spontanée
Des études faites par plusieurs équipes ont montré l’importance de p53
dans l’inhibition de la RH (voir introduction). Les augmentations de la RH de
l’ordre de 5 à 200 fois ont été obtenues par l’expression des protéines
HPV16-E6, SV4O large T, et p53 mutantes. Le mécanisme par lequel p53
pourrait agir comme inhibiteur serait en contrôlant la recombinase RadSl. En
effet, lors d’études in vitro, p53 interagit avec et inhibe Rad5l. Cependant,
lorsque nous avons évalué le taux de RH intrachromosomique dans les
cellules MCF-7 exprimant ou non la protéine HPV16-E6, nous n’avons pu
détecter de différences significatives entre les taux de RH en présence et en
absence de p53 (Table 1). Pour confirmer ces résultats, et pour éliminer la
probabilité que cette absence d’inhibition ne fût pas due à un effet de
clonalité dans les cellules MCF-7, nous avons répété ces expériences dans la
lignée cellulaire humaine p53 positive HCT116 (Table 1). Tel qu’attendu,
nous n’avons trouvé aucune différence significative dans les taux de RH
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entre les HCT116 p53 +1+ et les HCT116 p53 -I-. II est intéressant de noter
qu’une étude précédente, conduite par l’équipe de Simon Poweli, sur la
relation entre p53 et la RH, dans les cellules MCF-7, en absence et en
présence de HPV16-E6, a montrée une augmentation du taux de la RH
intrachromosomique d’approximativement 200 fois en absence de p53
(Mekeel et al., 1997a).
Mais si p53 n’inhibe pas la RH, quelle est la signification des
interactions avec Rad5l? II est possible que l’inhibition de Rad5l par p53
observée in vitro n’a aucune signification biologique. II est aussi possible que
l’interaction ait une activité biologique indépendante de la RH.
52 La dégradation de p53 par la protéine HPVJ6-E6 affecte la
réparation des CDBs à certains sites génomiques.
Les CDBs se produisent régulièrement dans le génome. Une
incapacité à réparer fidèlement les CDBs entraîne de l’instabilité génomique
(voir introduction). Heureusement, les cellules ont des mécanismes
permettant la réparation de ces dommages; le plus fidèle d’entre eux est la
RH. Pour déterminer si l’instabilité génomique associée à une perte de p53
est due à une incapacité à réparer correctement les CDB5 par RH, nous
avons induit des CDBs avec la nucléase l-SCEI. Les résultats obtenus
indiquent une variabilité des inductions de la RH en fonction du site
génomique (figure 8). En effet, deux clones sur cinq ont la même induction en
absence et en présence de p53, alors que deux autres montrent une
induction plus forte en absence de p53, et un clone ne présente aucune
induction. Cette variation se produit à la fois pour les répétitions directes et
les répétitions inverses. Ces résultats sont en conflit avec les résultats
précédemment publiés indiquant que la perte de p53 entraînait une
augmentation de l’induction de la RH par 1-SCEI (Akyuz et al., 2002a). Or ces
résultats semblent en conflit avec le rôle de p53 dans le maintien de la
stabilité du génome, car comme il a été mentionné précédemment, la RH est
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le mécanisme le plus fidèle pour réparer les CDBs. Ce conflit apparent peut
être résolu en offrant une explication alternative aux résultats obtenus par
Akyuz et al. (2002). Dans cette étude, l’induction de la RH par 1-SCEI est
pratiquement inexistante en présence de p53, alors qu’elle est significative en
absence de p53. Dans ce cas, l’inhibition pourrait aussi être due à une
incapacité de l-SCEI de « couper)> l’ADN, ce qui aurait pour effet de prévenir
l’induction de la RH. À cet effet, il a récemment été démontré que l’absence
de p53 est associée à une augmentation des CDBs (Kumari et al., 2004b). Il
se peut que cette « sensibilité » de l’ADN aux CDBs soit un reflet de l’état de
la chromatine; une chromatine moins compacte serait plus susceptible à être
endommagée (Wu et al., 1999). Notons que la perte d’un p53 fonctionnel
entraîne une relaxation de la chromatine (voir introduction), ce qui faciliterait
la formation de dommages, notamment par 1-SCEI. Cette hypothèse
expliquerait aussi la variabilité observée lorsque nous avons induit la RH par
1-SCEI. En effet, la perte de p53 affecterait la chromatine à certains sites
alors que d’autres sites ne seraient pas affectés.
53 P53 et la RH, comment expliquer les contradictions.
Comment peut-on expliquer le conflit entre nos résultats, où la perte de
p53 n’a aucun effet sur la recombinaison homologue, et les résultats
précédemment publiés où la perte de p53 entraînait une augmentation du
taux de RH pouvant atteindre des facteurs de plus de 200 fois.
Pour tenter d’expliquer ces divergences, nous avons comparé la
structure des essais de recombinaison utilisés précédemment, avec l’essai
utilisé pour cette étude. Les essais utilisés lors d’études précédentes,
dépendaient exclusivement de promoteurs viraux pour exprimer les gènes
raporteurs (Akyuz et al., 2002a; Bertrand et al., 1997a; Boehden et al.,
2003a; Dudenhoffer et al., 1999a; Janz and Wiesmuller, 2002; Lu et al.,
2003a; Mekeel et al., 1997a; Saintigny and Lopez, 2002; Saintigny et al.,
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1999a; Sengupta et al., 2003a; Wiesmuller et al., 1996; Willers et al., 2000a;
Wïllers et al., 200Cc). Or, le gène rapporteur puromycin, utilisé dans notre
étude, est sous le contrôle du promoteur humain PGK. Parmis les
promoteurs viraux utilisés, on retrouve le promoteur du HSV-tk, du SV4O, du
CMV, ainsi que des promoteurs LTR. Ces promoteurs, ainsi que d’autres
promoteurs viraux et cellulaires, ont été démontrés comme pouvant être
réprimés par p53 (Ho and Benchimol, 2003a; Subler et al., 1992a). En
affectant négativement la transcription, p53 pourrait indirectement affecter la
RH puisqu’il a déjà été démontré que des niveaux élevés de transcription
peuvent affecter positivement la RH spontanée (Nickoloff, 1992; Nickoloif and
Reynolds, 1990; Thomas and Rothstein, 1989).
Les mécanismes par lesquels p53 réprime la transcription ne sont pas
entièrement élucidés. Par contre, les évidences en faveur d’un rôle du
remodelage de la chromatine dans la répression p53 dépendante, sont de
plus en plus importantes (Ho and Benchimol, 2003a). La présence de p53
aux promoteurs réprimés de manière p53 dépendante, a été associée à une
diminution locale de l’acétylation des histones H3. Cette diminution des H3
acétylées semble être dépendante des HDACs, puisque l’utilisation de la
trichostatin A (TSA), un inhibiteur des HDACs, permet d’empêcher la
répression p53 dépendante (Ho and Benchimol, 2003a). Les effets des
HDACs sur l’activité de répression de p53, peuvent être expliqués par
l’observation que p53 s’associe avec le complexe HDAC-mSin3a, par
l’intermédiaire de mSin3a (Murphy et al., 1999a). De plus, p53 interagit avec
p300/CBP, un cofacteur transcriptionnelle pouvant interagir avec les HDAC,
et capable de modifier la structure de la chromatine(Grossman, 2001). P53
peut aussi affecter la compaction de la chromatine en modulant la
méthylation de l’ADN. En effet, l’inactivation de p53 a été associée à une
déméthylation et la réactivation de promoteurs précédemment inactivés (Ho
and Benchimol, 2003a; Jackson-Grusby et al., 2001a; Nasr et al., 2003a).
Cette modulation de la méthylation peut en partie être Médie par la
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Répression transcriptionnelle de DNMT1, par p53, ce qui peut modifier la
méthylation de l’ADN et par conséquent la structure de la chromatine
(Peterson et al., 2003). lI est important de noter que les formes mutantes de
p53 impliquées dans l’augmentation de la RH, sont aussi impliquées dans la
perte de répression transcriptionnelle p53 dépendante (Akyuz et al., 2002a;
Mekeel et al., 1997a; Saintigny et al., 1999a; Willers et al., 2000c). Les
formes mutantes de p53 utilisées lors des études sur la RH sont mutées dans
les domaines N-terminal, C-terminale, et riche en proline. Ces mêmes
domaines jouent un rôle important dans la répression transcriptionnelle (Ho
and Benchimol, 2003a).
Une seconde caractéristique de notre essai est l’orientation de la
transcription du gène marqueur, l’hygromycine, et le gène rapporteur, la
puromycine. Ces deux gènes sont orientés de façon convergente, minimisant
ainsi l’interférence/suppression transcriptionelle entre leurs promoteurs
respectifs, et par conséquent la répression du gène de la puromycine par le
gène adjacent d’hygromycine. Dans tous les essais utilisés pour étudier la
RH, le marqueur de la RH était placé en séquence directe, et généralement
en amont, avec un promoteur adjacent. Or, la suppression de promoteur se
produit lorsqu’une unité transcriptionnelle en 3’ réprime une deuxième unité
transcrioptionnelle située en 5’ (Emerman and Temin, 1984; Emerman and
Temin, 1986a; Emerman and Temin, 1986b). Les mécanismes impliqués
dans la suppression de promoteur ne sont pas encore compris, mais il a été
suggéré que la transcription induit des modifications dans la topologie de
l’ADN: un super enroulement négatif de l’ADN en amont du promoteur et un
super enroulement positif en aval du promoteur, ce qui entraîne la
modification de la chromatine environnante et prévient à la machinerie
transcriptionelle l’accès aux promoteurs adjacent (Villemure et al., 2001a; Wu
et al., 1988). Cette modification de la chromatine est dépendante des HDAC
puisqu’il y a une réactivation des promoteurs environnants en présence de
TSA (Villemure et al., 2001a). Or, p53 reconnaît certaines structures
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particulières de l’ADN tel que l’ADN surenroulé, p53 pourrait donc influer sur
l’interférence transcriptionnelle en permettant le recrutement des HDAC aux
sites d’interférences. Ceci peut affecter la RH par trois mécanismes
différents. En premier lieu, la structure de la chromatine sur le promoteur en
amont peut influencer la RH en modulant la transcription du gène marqueur,
en l’occurrence la puromycine. En deuxième lieu, une chromatine plus
compacte sur le gène rapporteur peut prévenir l’appariement homologue
entre deux séquences, et prévenir la RH (Aguilera et al., 2000; Kotani and
Kmiec, 1994; Kotani et al., 1994; Muniyappa et al., 1991; Ramdas et al.,
1991). Troisièmement, une structure plus compacte de la chromatine protège
l’ADN contre des agents susceptibles d’endommager celle-ci (Khanna and
Jackson, 2001a).
Les évidences indiquant un rôte pour p53 dans le contrôle de la
chromatine ne se limitent toutefois pas à des modifications locales. Certaines
études impliquent p53 dans le maintien de la chromatine globale. En effet,
l’inactivation de p53, l’expression de la protéine HPV16-E6 ou d’un dominant
négatif, induit la relaxation de la chromatine, tel que démontré par une
sensibilité accrue de l’ADN aux nucléases micrococcale (Smith et al., 1998a).
Un mécanisme par lequel la perte de la fonction de p53 peut induire une telle
relaxation est la capacité de p53 à s’associer avec des éléments de la
matrice nucléaire, notamment les « matrix attachment regions » (MARs)
(Jiang et al., 2001; Okorokov et al., 2002a; Smith et al., 1998a). Les formes
mutantes de p53 peuvent aussi s’associer aux MARs, probablement due à un
gain de fonction de p53 (Deppert, 1996; Deppert et al., 2000). La forme
mutante de p53 peut aussi induire une augmentation de la phosphorylation
des histones Hi (Taylor et al., i995a). D’autre part, il est possible que la
structure locale de la chromatine puisse affecter la fonction de p53 comme
facteur de transcription, comme remodelleur de la chromatine ou dans la
réparation de l’ADN. En effet, p53 peut activer, réprimer, ou n’avoir aucun
effet sur l’expression d’un gène rapporteur selon le site d’intégration de sa
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séquence de reconnaissance, (000k et al., 1999a). Ceci implique que p53
peut avoir des fonctions différentes selon le site génomique où il doit agir.
L’hypothèse, suggérant une fonction de p53 au niveau de la
chromatine, est supportée par nos résultats sur la réparation des cassures
double-brins. Nous avons trouvé que p53 peut n’avoir aucun effet, ou encore
il peut réprimer la réparation des cassures double-brin. De plus,
l’augmentation observée de la stimulation de la RH en absence de p53 n’est
probablement pas due à une perte de la répression de la RH. Il se peut que
dans les cellules p53 wt, l’absence d’induction de la RH soit due à une
inhibition complète de la réparation par recombinaison homologue. Nous
croyons cependant cette hypothèse improbable étant donné le caractère
protecteur de p53 vis-à-vis la stabilité du génome, et la haute fidélité de la RH
dans la réparation des cassures double-brins. Pour expliquer cette absence
d’induction de la RH, nous croyons plutôt qu’il y a une absence de coupure
par 1-SCEI, due probablement à une structure de la chromatine empêchant
l’accès de l-SCEI à sa séquence de reconnaissance. En présence de
HPV16-E6, une relaxation de la chromatine donnerait alors accès à 1-SCEI à
son site de reconnaissance entraînant alors la 0DB, permettant la stimulation
de la RH. À cet effet, il a été démontré que l’absence de p53 est associée
avec une augmentation des CDBs associées à des défauts de réplication
(Kumari et al., 2004b). Il est à noter, qu’une autre étude semble avoir des
résultats similaires aux nôtres; en présence de p53, il n’y a pas d’induction de
la RH, alors qu’en absence de p53, il y a une induction significative de la RH
(Akyuz et al., 2002a). Ces variations clonales dans l’inhibition de la
réparation par RH montre que p53 n’est pas impliqué directement dans la
suppression de la réparation des CDBs par RH. Les effets que p53 a sur la
réparation des CDBs sont plutôt des conséquences indirectes d’autres
activités que p53 peut avoir.
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En accord avec certaines études précédentes, montrant que la seule
inactivation de p53 n’est pas suffisante pour stimuler la RH ectopique et
induire des réarrangements chromosomiques (Aubrecht et al., 1999; Bunz et
al., 2002a; Dominguez-Bendala et al., 2003a; Willers et al., 2001a), il est
donc possible que l’inhibition de la RH n’est pas due à un rôle direct de p53
dans la recombinaison, mais plutôt à une modulation de la chromatine. Ce
mécanisme pourrait expliquer les divergences dans les résultats publiés, tout
en tenant compte des essais utilisés. Il est intéressant de noter que les
essais de recombinaison n’ayant pas détecté d’effet sur la recombinaison
homologue semblent aussi, par leur structure, moins enclins à subir la
suppression de promoteur. D’autres parts, en tant que facteur de remodelage
de la chromatine, p53 pourrait maintenir la stabilité du génome en prévenant
l’apparition de dommages à l’ADN. Une relaxation de l’ADN induite par
l’inactivation p53 pourrait alors entraîner des dommages à l’ADN qui à leurs
tours peuvent induire la RH et la formation de réarrangements génomiques.
Dans l’ensemble, nos résultats indiquent que p53 n’est pas impliqué
dans la régulation du taux de recombinaison. Des études subséquentes sur
le rôle de p53 dans la modulation de la chromatine seraient de première
importance étant donné son impact potentiel sur le maintient de l’intégrité du
génome, la transcription, la réparation de l’ADN, la recombinaison
homologue, la carcinogenèse, et le développement de thérapie
anticancéreuse. De plus, nos résultats suggèrent la prudence lors de
l’utilisation d’essais de réactivation de gène pour étudier les processus de
réparation de l’ADN. Les investigateurs doivent prendre en ligne de compte
les effets de position, d’interférences entre promoteurs, ainsi que la
transcription, lots de la conception de leurs essais. Étant donné qu’une
proportion importante des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN,
est aussi impliquée dans des complexes de remodelage de la chromatine et
de transcription, il est donc important de ne pas confondre les effets sur la
84
réparation avec d’autres effets pouvant affecter indirectement les résultats
obtenus.
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